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1. INTRODUZIONE 
1.1 Il genere Acinetobacter 
I batteri appartenenti al genere Acinetobacter sono coccobacilli Gram negativi, catalasi positivi ed 
ossidasi negativi, immobili, strettamente aerobi. Possono utilizzare una grande varietà di substrati 
come fonti di carbonio, anche se raramente il glucosio, e possono essere coltivati su terreni 
relativamente semplici come il trypticase soya agar o l’agar nutriente. Alcune specie sono 
naturalmente competenti. 
Gli Acinetobacter sono presenti nel suolo, nell’acqua e in una grande varietà di alimenti: prodotti 
caseari, prodotti derivati dal pollame e cibi congelati. Sono inoltre parte della flora batterica umana 
(tratto respiratorio, genitourinario e cute) e vengono comunemente isolati dall’ambiente ospedaliero. 
Alcune specie sono patogene opportuniste e in grado di dare infezioni in individui con sistema 
immunitario compromesso. Tra queste, A. baumannii è stato riconosciuto come importante patogeno 
nosocomiale, spesso responsabile di epidemie ospedaliere e in grado di sviluppare resistenze nei 
confronti degli antibiotici comunemente usati, con conseguenti gravi problemi terapeutici (Bergogne-
Bérézin 1996). 
 
1.2 Tassonomia 
Lo studio della patogenicità e dell’epidemiologia di Acinetobacter è stata resa difficoltosa a causa 
della sua confusa e difficile tassonomia. L’esistenza del genere Acinetobacter è stata descritta 
inizialmente nel 1954, in uno studio (Brisou 1954) a cui sono seguiti numerosi cambiamenti, che 
portarono nel 1986 all’attuale sistema di classificazione (Bouvet 1986). 
Utilizzando la tecnica dell’ibridazione DNA-DNA, sono stati finora descritti 32 gruppi di DNA o 
genomospecie, (Carr 2003; Murray 2005; Bartual 2005). Tuttavia, la diversità nell’ambito del genere 
appare molto più ampia (Carr 2003), ed è molto probabile che altre specie, soprattutto ambientali, 
vengano descritte nei prossimi anni. 
Ad alcune delle genomospecie (gs) è stato assegnato un nome, e precisamente: Acinetobacter 
calcoaceticus (gs 1), A. baumannii (gs 2), A. haemolyticus (gs 4), A. junii (gs 5); A. johnsonii (gs 7); 
A. lwoffii (gs 8); A. radioresistens (gs 12), A. ursingii (phenon 1), A. schindleri (phenon 2) ed infine 
A. venetianus. A. parvus presenta un profilo ARDRA uguale a quello della genomospecie 17 e di A. 
junii, dai quali però può essere distinto per le dimensioni delle colonie e per l’incapacità di lisare gli 
eritrociti di pecora (Nemec 2001; Nemec 2003). Altre genomospecie classificate con nome specifico 
sono: A. baylyi, A. bouvetii, A. grimontii, A. tjernbergiae, A. towneri, A. tandoii e A. gerneri (Carr 
2003). I rimanenti gruppi sono designati solamente da un numero. 
Attualmente, differenti genomospecie hanno lo stesso numero a causa di studi paralleli, ad esempio il 
gruppo 13 di Bouvet e Jeanjean (BJ) (Bouvet 1989) corrisponde al 14 di Tjernberg e Ursing (TU) 
(Tjernberg, 1989) e viene quindi classificato come 13BJ/14TU, mentre per gli altri gruppi non è 
emersa alcuna correlazione (Dijkshoorn 1992). 
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I gruppi numero 1 (A. calcoaceticus), 2 (A. baumannii), 3, e 13TU sono genotipicamente molto vicini 
e difficilmente distinguibili fenotipicamente, per questo vengono definiti come complesso A. 
calcoaceticus- A. baumannii. 
 
1.3 Metodi di identificazione e di tipizzazione 
L’appartenenza al genere Acinetobacter viene determinata attraverso il test di Juni, che consiste nel 
trasformare, con DNA proveniente dal ceppo che si vuole identificare, un mutante di Acinetobacter 
auxotrofo per il triptofano. Solo ceppi dello stesso genere consentono la trasformazione e quindi il 
ripristino della prototrofia del ricevente (Juni 1972). Esiste anche un sistema basato su sonde genere 
specifiche complementari a sequenze altamente conservate, in particolare quelle del DNA ribosomiale 
(Wagner 1994; Lagatolla 1998). 
Per la determinazione della specie esistono tecniche sia fenotipiche che genotipiche. 
Le prime si basano su serie di test enzimatici, nutrizionali e di crescita (Bouvet 1986) anche se non 
sono sempre discriminanti, soprattutto per specie molto vicine quali il complesso A. calcoaceticus-A. 
baumannii. 
I metodi di tipizzazione fenotipica sono: biotipo, antibiogramma, serotipo e tipizzazione fagica. 
Questi sistemi sono però spesso poco attendibili in quanto soggetti a variabili, quali ad esempio il 
livello di espressione dei singoli caratteri (Bergogne-Bérézin 1996). 
Per quel che riguarda le tecniche genotipiche di identificazione, quella di riferimento è l’ibridazione 
DNA-DNA, anche se non è applicabile in tutti i laboratori. Per questo sono state messe a punto 
tecniche molecolari più semplici che permettano di classificare le varie specie. Alcune di queste sono 
basate sull’analisi di restrizione di geni o sequenze altamente conservate, come la Amplified 
Ribosomal DNA Restriction Analysis (ARDRA), (Vaneechoutte 1995; Dijkshoorn 1998) e il PCR 
ribotyping (Dolzani 1995), che consente di discriminare tra le specie del complesso  A. calcoaceticus- 
A. baumannii. 
Altre tecniche molecolari permettono invece di tipizzare i diversi ceppi, ovvero di distinguerli 
all’interno di una stessa specie. Tra queste, l’analisi mediante Random Amplified Polymorphic DNA 
(RAPD), il ribotyping e la ERIC-PCR. La RAPD, che consiste in una amplificazione con corti primer 
di circa 10 basi a sequenza casuale e a temperature di appaiamento non stringenti (Williams 1990), 
non garantisce un’elevata riproducibilità dei risultati sia intra- che inter-laboratori. Il ribotyping, che 
si basa su Southern blot di DNA genomico digerito e ibridazione con sonda complementare ai geni 
rDNA 16S e 23S (Gerner-Smidt 1992), è un metodo discriminante ma piuttosto laborioso. La ERIC-
PCR sfrutta primer complementari a corte sequenze conservate e ripetute in molte copie (ERIC) che 
si trovano in punti diversi nel genoma batterico, per amplificare le regioni tra esse comprese. I profili 
che si generano sono caratteristici di ciascun ceppo e perciò questa tecnica risulta discriminante 
(Dolzani 1997). 
Quelle maggiormente usate sono tuttavia l’AFLP e la macrorestrizione. L’Amplified Fragment 
Length Polymorphism (AFLP) è un metodo di fingerprinting genomico ad alta risoluzione, basato 
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sull’amplificazione di frammenti di genoma legati ad adattatori.(Janssen 1996). I profili AFLP sono 
stati usati per caratterizzare ceppi di A. baumannii epidemici e non (Dijkshoorn 1996), ma il metodo 
risente della difficoltà di confrontare patterns generati in laboratori diversi. Anche la macrorestrizione 
del DNA genomico, seguita da analisi dei frammenti mediante Pulsed-Field Gel Electrophoresis 
(PFGE) (Seifert 2005), consente una buona discriminazione, ed offre il vantaggio di una maggiore 
riproducibilità e conseguente confronto dei dati tra laboratori. 
Recentemente sono state proposte altre due tecniche per caratterizzare gli isolati clinici di A. 
baumannii, entrambe basate sull’amplificazione di particolari geni e il loro sequenziamento con 
primer più interni. La prima è la MultiLocus Sequenze Typing (MLST), una tecnica che fornisce un 
nuovo approccio per l’epidemiologia molecolare, è applicabile a quasi tutte le specie batteriche 
patogene, non patogene e a molti altri organismi aploidi e permette di identificare e seguire, mediante 
il confronto con database accessibili via Internet, la globale diffusione di ceppi con particolari 
caratteristiche di virulenza o di antibiotico-resistenza (Enright 1999). La MLST prevede l’analisi di 7 
geni housekeeping per gli A. baumannii ed ha un elevato potere discriminante (Bartual 2005). La 
seconda tecnica permette l’assegnazione di un particolare ceppo a cloni epidemici mediante il 
sequenziamento di tre geni, in particolare ompA (proteina della membrana esterna A), csuE (parte di 
un sistema di assemblaggio di pili richiesto per la produzione di biofilm) e blaOXA-51-like 
(carbapenemasi intrinseca di questa specie). Solo gli isolati che appartengono ai cloni epidemici 
hanno la stessa combinazione di alleli per i tre geni (Turton 2007). 
 
1.4 Importanza clinica di A. baumannii 
Negli ultimi vent’anni Acinetobacter baumannii è emerso all’attenzione quale importante patogeno 
nosocomiale: esso è responsabile di più dell’80% di tutte le infezioni da Acinetobacter. Sono inoltre 
state descritte numerose epidemie ad esso attribuite e queste sono spesso sostenute da ceppi con 
un’elevata antibiotico-resistenza (Dijkshoorn 1996). A. baumannii infetta pazienti ospedalizzati, 
immunodepressi, lungodegenti, sottoposti a prolungata terapia antibiotica e a procedure invasive. I 
principali siti di infezione sono i tratti respiratorio e urinario, il sangue e la cute. Le infezioni 
coinvolgono spesso pazienti ricoverati nelle unità di terapia intensiva (ICU) e sono associate ad un 
elevato livello di mortalità.  
1.4.1. A. baumannii come agente di epidemia nosocomiali 
L’ipotesi di epidemia si basa su dati epidemiologici, supportati da una prima tipizzazione fenotipica 
ed in seguito confermati da test genotipici. Per causare un’epidemia un batterio deve essere in grado 
di diffondersi nell’ambiente e questo avviene sostanzialmente in tre modi: per via aerea, per 
contaminazione di materiali e attraverso la trasmissione dal personale ospedaliero. Acinetobacter 
baumannii è, tra i batteri Gram negativi, quello in grado di sopravvivere meglio, per parecchi giorni 
in condizioni di essiccamento, sospeso nelle particelle di aerosol. La sua presenza nell’acqua degli 
umidificatori è infatti una delle cause di polmoniti e infezioni respiratorie. Queste sono anche dovute 
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alla contaminazione di ventilatori usati nei casi di insufficienza respiratoria. Altri materiali 
contaminati, come ad esempio cateteri, possono dare infezioni in altri siti. E’ stata inoltre descritta la 
presenza di A. baumannii su materassi, cuscini e altri elementi di arredamento. Anche il trasferimento 
di A. baumannii dal personale ospedaliero ai pazienti sembra essere un importante mezzo per il 
diffondersi di epidemie (Bergogne-Bérézin 1996). 
 
1.5 Antibiotico-resistenza in A. baumannii 
Gli Acinetobacter sono diventati resistenti a quasi tutti gli antibiotici disponibili, inclusi gli 
aminoglicosidici, i chinoloni e i beta-lattamici a spettro esteso. La maggior parte dei ceppi sono 
resistenti alle cefalosporine, mentre la resistenza ai carbapenemici viene riportata sempre più 
frequentemente (Van Looveren 2004). Le percentuali di resistenza appaiono generalmente più elevate 
per gli isolati delle unità di terapia intensiva (ICU), in particolare quelli epidemici (Dijkshoorn 1996; 
Van Looveren 2004). La tabella 1.1 riporta le percentuali di resistenza individuate in ceppi 
provenienti da ICU dell’Europa e del Nord America nel triennio 2000-2002. Si possono notare 
percentuali di resistenza superiori al 50% per tutti gli antibiotici, tranne che per i carbapenemici 
(Jones 2004). Tuttavia, recentemente si sta assistendo ad un aumento della frequenza di resistenza 
anche a questi antibiotici (Poirel 2006). 
 
Tabella 1.1. Percentuali di resistenza individuate in ceppi provenienti da ICU dell’Europa e del Nord America 
nel triennio 2000-2002 (Jones 2004). 
 
La tabella riporta dati cumulativi per tutte le specie di Acinetobacter. Come accennato in precedenza, 
A. baumannii è la specie isolata più frequentemente, quindi contribuisce in maniera sostanziale al 
raggiungimento delle elevate percentuali di resistenza sopra riportate. Tuttavia, il quadro delle 
resistenze di A. baumannii è ancora peggiore di quello che emerge dalla tabella: infatti, A. baumannii 
è di gran lunga la specie più resistente (Van Looveren 2004) e in diversi lavori sono stati descritti 
ceppi resistenti a tutti gli antibiotici noti (Mahgoub 2002; Hsueh 2002; Wang 2003). Curiosamente, 
un farmaco ancora spesso efficace è il sulbactam, che generalmente viene impiegato associato ad altri 
antibiotici come inibitore di beta-lattamasi, ma che verso A. baumannii ha un’attività propria (Levin 
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2002; Levin 2003). Recentemente è stata proposta la reintroduzione in terapia della colistina, che a 
volte è l’unico farmaco utilizzabile (Michalopoulos 2005a e 2005b; Li 2006), sebbene molto tossico. 
La pronunciata antibiotico-resistenza di A. baumannii ha avuto probabilmente un ruolo importante nel 
determinarne il successo come patogeno ospedaliero. Infatti, la difficoltà di eradicazione di questi 
batteri ha permesso loro di colonizzare delle nicchie lasciate vacanti dalla scomparsa di specie più 
suscettibili. 
 
1.6 Relazioni clonali tra isolati di A. baumannii 
La diffusione clonale di batteri multiresistenti è un fattore che contribuisce ad aggravare il problema 
della resistenza agli antibiotici. La diffusione di un limitato numero di cloni è stata descritta in diverse 
specie responsabili delle maggiori epidemie. Il concetto di clone è ancora oggetto di dibattito, tuttavia 
negli anni ‘80 è stato riconosciuto che ceppi di una data specie, isolati in tempi e luoghi diversi, 
potessero essere molto simili e considerati discendenti di un progenitore comune, quindi appartenenti 
allo stesso clone.  
Anche per A. baumannii alcuni lavori hanno descritto la diffusione a livello europeo di ceppi 
epidemici multiresistente, che sono genotipicamente e fenotipicamente molto simili, suggerendo una 
relazione clonale tra di essi. I ceppi sporadici invece sono genotipicamente più eterogenei. L’origine 
di questi cloni è sconosciuta. La loro diffusione da un ospedale all’altro nel corso del tempo potrebbe 
essere dovuta al trasferimento di pazienti. Un’altra possibilità è che ceppi con queste caratteristiche 
circolino all’interno della popolazione ed emergano negli ospedali dove il largo uso di antibiotici 
funge da forza selettiva favorendo quei ceppi che hanno il potenziale genetico adeguato per resistere 
agli antibiotici. 
Inizialmente sono stati identificati due cloni principali: clone I e clone II (Dijkshoorn 1996), sulla 
base dell’analisi comparativa dei risultati dati da test fenotipici, AFLP e ribotyping. Questi cloni 
inizialmente descritti solo per l’Europa nord-occidentale, sono stati recentemente trovati in diversi 
stati, sia europei che extra-europei, quali: Polonia, Italia, Spagna, Sudafrica, Belgio, Francia, 
Germania, Grecia, Portogallo, Turchia (van Dessel 2004). Anche in Italia sono stati descritti ceppi 
appartenenti ai due cloni (Gombac 2002; Zarrilli 2004). 
Nella Repubblica Ceca sono stati descritti due gruppi principali, denominati gruppo A e gruppo B, 
che corrispondono ai cloni I e II rispettivamente (Nemec 2004a). Recentemente è stato descritto un 
ulteriore clone, clone III, determinato confrontando profili AFLP con livello di somiglianza pari 
all’80%. Ceppi appartenenti a questo clone sono stati isolati in Spagna, Francia e Paesi Bassi (van 
Dessel 2004). 
Uno studio condotto nel Regno Unito indica che i ceppi responsabili delle più recenti epidemie 
nosocomiali nell’Inghilterra del sud non appartengono ai due principali cloni europei. Appartengono, 
invece, ad un clone nuovo e sono risultati tra loro meno diversificati genotipicamente rispetto a quelli 
appartenenti ai cloni europei. Questo potrebbe suggerire una comparsa più recente del clone inglese 
rispetto a quelli precedentemente descritti (Spence 2004; Turton 2004). Infine, tra aprile 2003 e 
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giugno 2004 in Francia si è verificata un’epidemia ha interessato 53 ospedali , con 275 casi riportati, 
dovuta alla diffusione di un clone di Acinetobacter produttore di una -lattamasi a spettro esteso di 
tipo VEB-1. Non è noto, tuttavia, se il ceppo in questione appartenesse ad uno dei cloni 
precedentemente descritti (Naas 2006). 
 
1.7 Meccanismi responsabili dell’antibiotico-resistenza e della sua diffusione 
La multiresistenza nei batteri Gram negativi è imputabile a più meccanismi che possono agire 
sinergicamente o indipendentemente l’uno dall’altro. Le basi genetiche di questo importante 
fenomeno possono infatti esser dovute all’acquisizione ed espressione di nuovo DNA che deriva da 
trasferimento genico orizzontale, come la trasduzione, la trasformazione e la coniugazione (Courvalin 
1996) oppure a mutazioni in geni cellulari o geni acquisiti che alterano i siti bersaglio degli 
antimicrobici o influiscono sull’espressione genica. Le alterazioni genetiche sono responsabili di 
un’ampia varietà di meccanismi biochimici che possono consistere nell’inattivazione enzimatica degli 
antibiotici, modificazioni del bersaglio che impediscono il legame o riducono l’affinità per 
l’antibiotico oppure presenza di barriere, alterazioni nella permeabilità della membrana esterna e 
sistemi di pompe di efflusso che riducono l’accesso al bersaglio del farmaco (Sundsfjord 2004) (fig. 
1.1). 
 
Figura 1.1. Meccanismi biochimici responsabili di antibiotico-resistenza, loro localizzazione cellulare e 
antibiotici bersaglio (tratta da Sundsfjord 2004).
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L’importanza delle pompe di efflusso nei batteri Gram negativi è emerso solo recentemente (Poole 
2004). In particolare, per quel che riguarda A. baumannii, era stato notato che i pattern di resistenza 
riscontrati in alcuni isolati clinici nei confronti di aminoglicosidi (Magnet 2001) e fluorochinoloni 
(Ribera 2002; Vila 2002) erano atipici. Essi non potevano esser determinati esclusivamente, nel primo 
caso, dall’attività di enzimi che modificano l’antibiotico e, nel secondo caso, da mutazioni nelle 
topoisomerasi. Queste osservazioni hanno portato così alla scoperta del primo sistema di espulsione 
attiva in questa specie codificato dall’operone adeABC. È un sistema a tre componenti proteiche, 
caratterizzato da un trasportatore antiporto-protone dipendente, in grado di riconoscere 
aminoglicosidi, fluorochinoloni, cloramfenicolo, cefotaxime, eritromicina, tetraciclina e trimethoprim 
ed espellerli direttamente all’esterno della cellula, senza accumulo nello spazio periplasmatico 
(Magnet 2001). 
Per quanto riguarda il trasferimento di nuove informazioni, i geni che determinano antibiotico-
resistenza si possono trovare su elementi mobili, quali plasmidi o trasposoni coniugativi, e uno dei 
modi in cui possono venir acquisiti in queste strutture è l’integrazione sito-specifica (Davies 1994). 
Questa modalità può esser mediata da una distinta famiglia di elementi genetici, noti come integroni.  
 
1.8 Integroni e antibiotico resistenza in A. baumannii 
Come accennato precedentemente, gli isolati epidemici di A. baumannii sono spesso resistenti ad un 
ampio spettro di antibiotici ma sono poco noti i meccanismi attraverso i quali vengono acquisite tali 
resistenze. Parecchi studi hanno riportato che più dell’80% di isolati di Acinetobacter contiene 
molteplici plasmidi di dimensioni variabili. La maggior parte sembra essere relativamente piccola (il 
70% ha dimensioni inferiori a 23Kbp), mentre altri possono superare le 100 Kbp. Non è stato però 
possibile dimostrare una correlazione stretta tra la presenza di plasmidi e la resistenza (Towner, 
1996). Al contrario, parecchi studi hanno dimostrato una correlazione tra la presenza di elementi 
genici chiamati integroni e la multiresistenza agli antibiotici (Gombac 2002; Koeleman 2001). 
1.8.1. Struttura, caratteristiche e classificazione degli integroni 
Gli integroni sono elementi genetici costituiti da un gene codificante un’integrasi (intI), affiancato da 
un promotore e un sito di ricombinazione, attI, in cui una o più cassette geniche mobili possono esser 
inserite o escisse grazie ad un meccanismo di ricombinazione sito-specifico catalizzato dall’integrasi 
stessa (Lévesque 1995) (fig. 1.2). Le cassette geniche sono elementi costituiti da un singolo gene ed 
uno specifico sito di ricombinazione, attC, noto anche come “elemento di 59 basi”. La maggior parte 
delle cassette geniche, che nella forma non integrata sono circolari, presenta determinanti per 
l’antibiotico-resistenza (ad esempio, codificano per enzimi che inattivano aminoglicosidi e -
lattamici) (Bush 1998) e non sembrano esistere limitazioni di specie alla loro diffusione (Recchia 
1995). 
La classificazione degli integroni si basa sul grado di omologia della sequenza del gene per l’integrasi 
intI. Attualmente sono state identificate diverse classi di integroni (Nield 2001). I più diffusi tra i 
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batteri Gram negativi e i meglio caratterizzati 
sono gli integroni di classe 1. Gli integroni di 
classe 1, 2 e 3 sono in grado di integrare lo stesso 
tipo di cassette geniche. Sono noti inoltre oltre 70 
tipi diversi di cassette mobili la cui lunghezza 
varia tra 300 e 1500 paia di basi; spesso hanno dei 
siti di ricombinazione attC unici.Questi possono 
variare da 57 a 141 bp e ogni cassetta genica nota 
presenta un elemento da 59-basi con sequenza 
unica (Stokes 1997). Sono state inizialmente 
identificate come sequenze invertite, ripetute, 
imperfette e associate ad una sequenza consensus 
di circa 59 basi. Le loro somiglianze sono limitate 
solo alle loro estremità che permettono il 
riconoscimento da parte dell’integrasi e 
l’inserimento nel sito attI (Recchia 1995; Mazel 
1999). 
Come detto precedentemente l’integrazione 
avviene nel sito attI, subito a valle del gene 
dell’integrasi, quindi ogni nuova cassetta si 
inserisce al 5’ della precedente. Inoltre sono 
inserite tutte con lo stesso orientamento così che 
vengono trascritte come un unico operone a 
partire dai promotori Pant e P2 (Lévesque 1995). 
Sono però spesso presenti trascritti più corti 
rispetto all’operone, che di solito corrispondono 
alla lunghezza della prima cassetta. Un’ipotesi 
proposta è quella che l’elemento da 59-basi 
funzioni da terminatore della trascrizione. Questo spiegherebbe i diversi livelli di resistenza conferiti 
dalla stessa cassetta genica a seconda che sia in prima posizione o a valle delle altre cassette (Collis 
1995). 
Gli integroni non sono di per sé elementi mobili, però sono spesso associati a trasposoni e/o a 
plasmidi che possono promuoverne il trasferimento intra- e interspecie (Recchia 1995). 
La presenza di integroni correla con un fenotipo multiresistente ed è stata descritta in molte specie di 
batteri Gram-negativi (Martinez-Freijo 1998). 
Figura 1.2. Inserimento ed escissione di cassette 
geniche in un integrone ad opera dell’integrasi 
(tratta da Rowe-Magnus 1999). 
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1.8.2. Integroni di classe 1 e loro diffusione in A. baumannii 
Gli integroni di classe 1 sono i più diffusi negli isolati clinici e molti contengono il gene per la 
resistenza alle sulfonamidi nella regione conservata in 3’(Recchia 1995). Questo tipo di integroni 
viene riscontrato sia su plasmidi che sul cromosoma ma per quanto riguarda Acinetobacter 
baumannii, finora è stato descritto solamente a livello cromosomico (Gombac 2002; Naas 2006). 
Inoltre, ceppi epidemici di A. baumannii presentano integroni di classe 1 con elevata frequenza 
(Koeleman 2001) e in misura minore quelli di classe 2 (Oh 2002). 
La struttura base degli integroni di classe 1 è quella riportata in figura 1.3. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1.3. Struttura di un integrone di classe 1 (tratto e modificato da Lévesque 1995). 
Sono indicati: 
- la localizzazione e l’orientamento dei due promotori delle cassette geniche (Pant e P2) e dell’integrasi (P) 
- il sito di integrazione att (GTTRRRY, con R=purina e Y=pirimidina) 
- i siti di appaiamento dei primer 5’ CS e 3’ CS 
- una cassetta genica inserita (in rosa), con il relativo elemento da 59-basi rappresentato da un rettangolo giallo 
Le frecce indicano la direzione di trascrizione. 
 
La regione conservata al 5’ è costituita dal gene che codifica l’integrasi (intI1) e da una o due 
sequenze che fungono da promotore per l’espressione dei geni contenuti nelle cassette. Le cassette 
geniche inserite nell’integrone sono infatti prive di promotore e vengono trascritte come un unico 
operone a partire dai promotori Pant e P2. A fianco si trova il sito di integrazione, attI, dove le cassette 
geniche vengono integrate o escisse per mezzo dell’integrasi stessa. 
La regione conservata al 3’ contiene i geni qacE1 e sulI che determinano la resistenza all’etidio 
bromuro e ai composti quaternari dell’ammonio il primo e ai sulfamidici il secondo, e una open 
reading frame (ORF), orf5 a funzione ignota. 
Le cassette geniche inserite, che di solito portano geni che conferiscono la resistenza agli antibiotici, 
formano la regione variabile (RV) dell’integrone. 
Pant P2 P P
Pint
qacE1 sulI orf 5
5’ CS 3’ CS
regione variabile
regione conservata 5’ regione conservata 3’
GTTRRRY GTTRRRY
Int I
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Gli integroni di classe 1 sono spesso associati alla famiglia dei trasposoni Tn21 (Liebert 1999) (fig. 
1.4). 
 
Figura 1.4. Struttura del trasposone Tn21 (tratto da Liebert 1999). 
 
Questo elemento presenta, procedendo in direzione 5’-3’, i geni tnp coinvolti nella sua trasposizione 
nel genoma, l’integrone e varie sequenze di inserzione ed infine i geni mer che sono responsabili della 
resistenza al mercurio (Liebert 1999). L’inclusione di un integrone in un trasposone è un fatto 
ampiamente descritto in letteratura, ma poco studiato in Acinetobacter. 
La presenza di integroni di classe 1 in isolati clinici di A. baumannii è stata precedentemente descritta 
in numerosi lavori (Gallego 2001; Koeleman 2001; Riccio 2000; Ribera 2004). In questi è stata 
effettuata una stima della frequenza di integroni in isolati clinici di A. baumannii. La presenza del 
gene dell’integrasi intI1 è stata riscontrata nel 68% degli isolati considerati in uno studio (Seward 
1999), mentre in un altro la percentuale era addirittura dell’80% (Ploy 2000). In accordo con i dati 
degli altri paesi, anche in Italia è stata documentata un’alta frequenza di integroni di classe 1 in isolati 
clinici di A. baumannii. In Italia la presenza di integroni in A. baumannii è stata documentata a partire 
dal 2000 in uno studio in cui è stato isolato per la prima volta il gene blaIMP, portato da un integrone di 
classe 1 (Riccio 2000). In uno studio successivo sono stati considerati 36 isolati clinici di A. 
baumannii, raccolti in un periodo di 11 anni da sei ospedali italiani. Il 44% di essi è risultato portatore 
di integroni di classe 1 e la percentuale di presenza di questo elemento sembrava aumentare nel tempo 
(Gombac 2002). 
Nello stesso lavoro gli integroni trovati sono stati caratterizzati a livello molecolare ed è emersa la 
diffusione di due tipi principali: uno con regione variabile di 2.5 Kbp e uno con regione variabile di 
2.2Kbp. La presenza di entrambi i tipi di integroni è stata documentata recentemente anche in ceppi 
isolati a Napoli (Zarrilli 2004) e dell’integrone con regione variabile di 2.2 Kbp in ceppi isolati ad 
Agrigento (Agodi 2006). 
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E’ interessante notare che in ceppi epidemici di A. baumannii isolati in vari paesi europei è stata 
riscontrata la presenza di questi stessi tipi di integroni, soprattutto quello con regione variabile di 2.5 
Kbp, che è stato trovato anche in un isolato proveniente da un cavallo (Abbott 2005). Di tutti è stata 
caratterizzata la regione variabile (Gombac 2002, Nemec 2004b, Turton 2005) e corrisponde a quella 
schematizzata in figura 1.5. Un ulteriore tipo di integrone di classe 1, con regione variabile di 3.0 kb, 
che presenta una duplicazione della cassetta contenente orfX, è anche molto diffuso (Nemec 
2004b)(fig. 1.5). Un integrone molto simile a quello di Acinetobacter viene riscontrato anche in 
Enterobatteriaceae (Tosini 1998) (fig. 1.5). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1.5. Struttura degli integroni di classe 1 più frequentemente riscontrati in A. baumannii (RV 3.0 Kbp, RV 
2.5 Kbp, RV 2.2 Kbp e RV 0.8 Kbp) (Gombac 2002) e di In-t3, un integrone simile a RV 2.5 Kb, riscontrato in 
Salmonella enterica serovar Typhimurium (Tosini 1998) ed altre Enterobatteriaceae. 
 
La figura 1-5 riporta schematicamente i diversi tipi di integroni di classe 1 isolati in A. baumannii e di 
uno simile isolato in Enterobatteriaceae. Nell’integrone con regione variabile da 3.0 Kbp sono 
contenute 5 cassette geniche: aacA1 che conferisce resistenza alla gentamicina, seguita da due copie 
della cassetta contenente orfX e una contenente orfY. I prodotti di queste ultime hanno funzione 
ignota. La quinta cassetta contiene il gene aadA1a che conferisce resistenza alla spectinomicina e alla 
streptomicina. 
Per quanto riguarda invece la regione variabile di 2.5 Kbp le cassette contenute sono quattro: aacC1, 
che determina resistenza a gentamicina, sisomicina e astromicina, orfX e orfY, aadA1a. 
L’integrone da 2.2 Kbp contiene tre cassette: aacA4, che conferisce resistenza ad amikacina, 
netilmicina e tobramicina, una orf e il gene blaoxa-20 che conferisce resistenza ad amoxicillina, 
ticarcillina, oxacillina e cloxacillina. 
L’integrone da 0.8 Kbp contiene una sola cassetta, aacA4. 
intI1 aacA4 orfX orfY aadA1 sul1qacE1aacC1
aacC1intI1 sul1qacE1aadA1orfYorfX orfX
intI1 sul1qacE1aadA1orfYorfXaacC1
intI1 aacA4 sul1qacE1
intI1 sul1qacE1aacA4 orfO bla OXA-20
In-t3
RV 3.0 Kbp
RV 2.5 Kbp
RV 2.2 Kbp
RV 0.8 Kbp
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1.8.3. Integroni di classe 2 e loro diffusione in A. baumannii 
Gli integroni di classe 2 sono meno frequenti di quelli di classe 1 e sono correlati al trasposone Tn7. 
Sono caratterizzati da un gene codificante l’integrasi intI2*, che presenta un’omologia del 40% con 
quello dell’integrasi di tipo 1 (Recchia 1995). Il prodotto del gene intI2* risulta difettivo per la 
presenta un codone di stop interno (Hansson 2002). Poiché l’integrasi sembra inattiva, si ritiene che il 
meccanismo di integrazione delle cassette venga effettuato in trans da un altro enzima, che potrebbe 
esser codificato da un integrone di classe 1 presente nello stesso ceppo. Questa ipotesi, tuttavia, viene 
messa in discussione dal fatto che alcuni ceppi, recanti l’integrone di classe 2, risultavano negativi per 
la presenza dell’integrasi intI1 (Amyes 1996). 
Per questo motivo la composizione delle cassette è più costante; generalmente, nell’ordine si trovano 
le cassette dhfrA1 che determina la resistenza al trimethoprim, sat2 alla streptotricina e aadA1 alla 
streptomicina e spectinomicina (fig. 1.6). 
 
Figura 1.6. Classica struttura degli integroni di classe 2, generalmente inseriti in trasposoni del tipo di Tn7. 
 
Fino ad oggi, in letteratura sono stati descritti solo poche varianti di integroni di classe 2 (fig. 1.7): 
Tn1825, che ha solo le cassette sat1 e aadA1 (Tietze 1988); Tn413, isolato in enterobatteri con un 
gene leggermente più lungo di dfrA1 ma 
che porta sempre la resistenza al 
trimethoprim, che prende il nome di 
dfrA1b (Young 1994); Tn7::ISI-ere-A, con 
una cassetta contenente il gene ereA che 
porta la resistenza all’eritromicina e non ha 
la cassetta dfrA1 (Biskri 2003); un 
integrone di classe 2 con accesso in banca 
dati n° AB161461, trovato in due isolati di 
Salmonella enteritidis contenente due tipi 
di gene sat ovvero sat e sat2 e senza la 
cassetta dfrA1(Ahmed 2005); uno descritto 
in Burkholderia cenocepacia (DQ082896) 
contenente solo il gene sat2 chiamato 
Tn7::In2-1 (Ramirez 2005a), e Tn7 
(Hansson 2002).  
Figura 1.7. Regioni variabili di alcuni degli integroni di 
classe 2 descritti fino ad oggi (Ramirez 2005a). 
1. Introduzione 
 
13 
Gli integroni di classe 2 sono spesso correlati al trasposone Tn7, che risulta composto dai geni tns 
posti a valle dell’integrone stesso. Tutti i 5 geni sono essenziali per la sua trasposizione. In 
particolare, tnsA, B e C hanno funzioni di regolazione e il complesso che formano assieme a tnsD o 
tnsE promuove l’inserzione di tutta la struttura in punti differenti nel genoma, rispettivamente in 
corrispondenza di sequenze attTn7 o su plasmidi coniugativi (Flores 1990; Kubo 1990; Peters, 2001). 
Gli integroni di classe 2 sono stati trovati in Acinetobacter spp. in ogni parte del mondo, ma con 
frequenza di molto inferiore a quelli di classe 1 (Ploy 2000; Gonzales 1998; Ramirez 2005; Seward 
1999; Oh 2002). Un solo lavoro riporta, in isolati clinici cileni, una frequenza molto alta (52.6%) di 
presenza del gene int2* in ceppi del biotipo 9 (Gonzales 1998). In questo, come nella maggior parte 
dei lavori, le cassette contenute non sono state caratterizzate. Nei casi in cui questo è avvenuto, 
tuttavia, sono stati trovati degli integroni con contenuto in cassette atipico (Ramirez 2005b), o 
addirittura, in un caso, un integrone ibrido in cui, al posto dei geni del trasposone Tn7, è stata 
riscontratata la regione conservata al 3’ dell’integrone di classe 1 (Ploy 2000). 
 
1.9 Il ruolo dei biofilm nell’antibiotico-resistenza 
Il biofilm è una particolare struttura che viene prodotta da diverse specie batteriche ed è studiata 
molto poco in A. baumannii. Il biofilm permette ai batteri di aderire saldamente a superfici e di 
proteggersi dall’azione di agenti esterni (sistema immunitario, antibiotici, disinfettanti) mediante la 
produzione di uno slime costituito da esopolisaccaridi e proteine. Studi genetici su singole specie 
batteriche hanno dimostrato che la produzione di questa struttura avviene in diverse fasi: all’inizio i 
batteri aderiscono ad una superficie, iniziano a moltiplicarsi e successivamente producono lo slime. 
Anche altre specie batteriche possono in seguito attaccarsi e contribuire alla sua crescita (Watnick 
1999; Stoodley 2002)(fig. 1.8). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1.8. Le diverse fasi nello sviluppo del biofilm. (1): singole cellule si moltiplicano su una superficie. (2): 
l’esopolisaccaride viene prodotto e l’adesione alla superficie diviene irreversibile. (3) e (4): si sviluppa 
l’architettura del biofilm e la struttura diventa matura. (5): singole cellule si possono staccare dal biofilm e dar 
inizio ad un nuovo ciclo (tratto da Stoodley 2002). 
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 Il biofilm è una struttura complessa che richiede comunicazione intercellulare tra i batteri (Davies 
1998); i batteri che vi sono presenti non si dividono frequentemente, presentano una morfologia 
diversa ed hanno un profilo di espressione genica diverso rispetto alle cellule “libere”, ad esempio, la 
sintesi di flagelli che destabilizzano il biofilm è inibita mentre producono esopolisaccaridi che ne 
stabilizzano la struttura (Prigent-Combaret 1999). Diversi studi indicano che i batteri che vivono nel 
biofilm possono acquisire elementi genetici trasmissibili molto più velocemente degli altri, ad 
esempio mediante la coniugazione (Hausner 1999). Questo fatto suggerisce che l’evoluzione per 
trasferimento orizzontale di materiale genetico, data la vicinanza fisica delle singole cellule, può 
avvenire rapidamente in un biofilm, rendendolo il luogo perfetto per l’insorgenza di nuovi patogeni 
grazie all’acquisizione di determinanti per l’antibiotico-resistenza e fattori di virulenza (Watnik 
2000). Inoltre, i batteri biofilm-associati sono più resistenti a molte sostanze tossiche, come 
antibiotici, disinfettanti e detergenti. Le spiegazioni possono esser cercate nella minor diffusione di 
queste nel biofilm, nel ridotto tasso di crescita cellulare, nelle sostanze specifiche del biofilm come 
l’esopolisaccaride e negli effetti dovuti al quorum-sensing (Watnik 2000). 
I biofilm sono stati riscontrati sulla superficie di dispositivi medici per l’intubazione, cateteri, valvole 
artificiali cardiache, strumenti per la pulizia e “water lines” (Donlan 2002). Gli A. baumannii sono in 
grado di formare queste strutture che potrebbero spiegare in parte la sua resistenza agli antibiotici e la 
sua persistenza e sopravvivenza nell’ambiente ospedaliero. Recentemente in questa specie è stato 
descritto un operone policistronico (Tomaras 2003) (fig. 1.9). 
 
 
Figura 1.9. Organizzazione dei geni presenti nell’operone policistronico coinvolto nella produzione dei biofilm. 
 
Tra i geni che lo costituiscono, due, in particolare denominati csuC e csuE, sono essenziali per la 
costruzione di biofilm. La funzione dei loro prodotti, non ancora identificati esattamente, è stata 
ipotizzata per omologie di sequenza con altre proteine già caratterizzate e disponibili in banche dati. Il 
gene csuC è correlato con fattori che favoriscono l’assemblaggio dei pili (fimbrial chaperones), 
mentre il prodotto di csuE è una proteina che viene secreta ed ha qualche somiglianza con proteine 
delle fimbrie di altri batteri. È stato dimostrato che alterazioni a carico di questi due geni portavano a 
cellule prive di pili e abolivano l’attaccamento dei batteri alle superfici e la conseguente formazione 
di biofilm (Tomaras 2003). 
csuA/B csuA csuB csuC csuD csuE 
Chaperone Usher 
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2. SCOPO DELLA RICERCA 
 
Acinetobacter baumannii è un importante patogeno opportunista, noto per causare epidemie 
ospedaliere. Queste ultime sono quasi sempre sostenute da stipiti multiresistenti, che costituiscono un 
problema terapeutico. Se, da un lato, questo può venire affrontato con l’introduzione di nuovi 
farmaci, come ad esempio la tigeciclina (Anthony 2008), dall’altro può essere importante 
comprendere quali siano i meccanismi genetici che favoriscono la diffusione delle antibiotico-
resistenze e quali possano essere le misure per contenerla. 
La rapidità con cui Acinetobacter baumannii appare in grado di acquisire nuovi determinanti genici di 
resistenza ha portato ad ipotizzare che gli integroni  possano giocarvi un ruolo importante. 
Questi, infatti, costituiscono un sistema naturale di clonazione per cassette geniche contenenti 
determinanti di resistenza, che tendono ad accumularsi nel sito di ricombinazione. Questo lavoro ha 
perciò voluto approfondire lo studio di questi elementi genici in una raccolta di ceppi che fosse 
quanto più possibile rappresentativa di quelli attualmente circolanti. Sono stati inclusi ceppi, non 
correlati epidemiologicamente, provenienti da diverse regioni d’Italia e d’Europa. Lo studio ha inteso 
verificare la presenza di integroni delle due classi principali, il contenuto in cassette geniche, la 
localizzazione entro strutture trasferibili, quali plasmidi e transposoni. Queste informazioni sono state 
messe in relazione con il lignaggio dei ceppi (appartenenza o meno ai cloni epidemici pan-Europei), 
per meglio comprendere quanto il ritrovamento dello stesso integrone in luoghi diversi potesse essere 
correlato alla diffusione di un clone piuttosto che a trasferimento orizzontale dell’elemento genico. 
Un aspetto ulteriore che è stato studiato riguarda la funzione del prodotto ipotetico di una cassetta, 
orfX, riscontrata frequentemente in A. baumannii, ma anche in Enterobatteriaceae, a volte addirittura 
in due copie. Tutte le sequenze di questa cassetta, che sono state riportate in banca-dati, 
corrispondono al 100%, lasciando supporre che essa non costituisca un “relitto” genico, come a volte 
si riscontra in queste strutture, ma che codifichi un prodotto funzionante e, probabilmente, utile. La 
sua associazione con i due cloni pan-Europei, costituiti da ceppi di successo (maggiormente resistenti 
agli antibiotici e forse più virulenti degli altri), aggiunge interesse ulteriore allo studio. 
Come ultimo punto, è stato studiato il polimorfismo dei geni csuC e csuE. L’obiettivo iniziale, legato 
al sequenziamento di csuE, è stato l’ottenimento di dati che aiutassero a definire le relazioni clonali 
presenti tra ceppi. Nel tentativo di perfezionare la tecnica pubblicata (Turton 2007), tuttavia, il gene è 
stato sequenziato per intero (nel lavoro ne veniva sequenziata solo una parte) e i risultati sono stati 
confrontati con quelli ottenuti con csuC. Oltre ad elementi utili per la tipizzazione, in questo modo, si 
sono potuti ottenere dei dati preliminari riguardanti la possibile diversità dei prodotti genici, che sono 
essenziali per produrre biofilm, una struttura in grado di offrire protezione nei confronti di antibiotici 
e del sistema immunitario e che potrebbe avere caratteristiche differenti nei cloni di maggior successo 
e nei ceppi sporadici. 
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3. MATERIALI E METODI 
3.1 Ceppi batterici e loro coltura 
Gli Acinetobacter baumannii considerati in questo lavoro sono ceppi isolati in Italia o in altri paesi 
europei da campioni clinici di origine diversa e raccolti tra il 1989 e il 2006. Per la donazione di alcuni 
di essi, si ringraziano: dott. Lenie Dijkshoorn (Leiden), dott. Raffaele Zarrilli (Napoli); prof. Jordi Vila 
(Barcellona); dott. Alexandr Nemec (Praga); dott. Peter Gerner-Smidt (Copenhagen); prof. Gian Maria 
Rossolini (Siena); prof. Harald Seifert (Köln); dott. Paolo Lanzafame (Udine); dott. Paolo De Paoli 
(Aviano). La loro identificazione preliminare è stata eseguita con i metodi di routine in uso in ciascuno 
degli enti di provenienza. Sono stati scelti in modo da evitare, per quanto possibile, di includere ceppi 
epidemiologicamente correlati e quindi, anche quando sono stati isolati nello stesso luogo, provengono 
da pazienti e reparti diversi. Per la maggior parte di essi, al momento dell’inizio del lavoro, era già 
noto che fossero portatori di integroni di classe 1 (Gombac 2002) e, per alcuni, anche che si trattasse di 
ceppi appartenenti ai cloni epidemici già descritti. I ceppi RUH875 ed RUH134, in particolare, sono 
stati inclusi nello studio in quanto rappresentativi dei due cloni principali che sono stati identificati a 
livello europeo, quali responsabili di epidemie ospedaliere (Dijkshoorn 1996). 
Sono stati inoltre presi in considerazione anche ceppi sporadici, ovvero non appartenenti a nessuno dei 
due cloni principali e privi di integroni di classe 1.  
Tutti i ceppi considerati con le informazioni relative sono presentati in tabella 3.1. 
Ove non altrimenti indicato, i ceppi sono stati coltivati in terreno LB (Luria Bertani) a 37°C. 
 
Tabella 3.1. I ceppi analizzati in questa tesi. 
 
N Nome del ceppo° intI1§ Anno e luogo d’isolamento  (riferimento bibl.) Materiale 
1 D6 (9971) no non noto Danimarca (4) Urine 
2 D8 (10508) 2.5 non noto Danimarca (4) Pelle 
3 D9 (10074) no non noto Danimarca (4)  Urine 
4 D10 (10086) no non noto Danimarca (4) Urine 
5 055 3.0 2000 Spagna (5) Non noto 
6 RUH134 3.0 1982 Rotterdam (1) Urine 
7 RUH875 0.7 1984 Dordrecht (1) Urine 
8 7N (NIPH 7) 3.0 1991 Praga (3) Ustione 
9 24N (NIPH 24) 2.5 1991 Praga (3) Urine 
10 L532 2.5 2001 Napoli (7) Non noto 
11 L539 2.5 2001 Napoli (7) Non noto 
12 L700 2.5 2001 Napoli (7) Non noto 
13 L766 2.5 2001 Napoli (7) Non noto 
14 L845 2.5 2001 Napoli (7) Non noto 
15 L2105 2.2 2001 Napoli (7) Non noto 
16 L2106 2.2 2001 Napoli (7) Non noto 
17 F1 no 1995 Aviano (2) Sangue 
18 AC54/97 2.5 + 2.4 1997 Verona (6) Aspirato bronchiale 
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N Nome del ceppo° intI1§ Anno e luogo d’isolamento  (riferimento bibl.) Materiale 
19 17A no 1990 Padova (2) Pus 
20 24A 2.5 1997 Padova (2) Urine 
21 39A no 1990 Padova (2) Sangue 
22 56A no 1990 Padova (2) Sangue 
23 60A 2.5 1990 Padova (2) Pus 
24 88A no 1990 Padova (2) Pus 
25 92A no 1990 Padova (2) Sangue 
26 114A 2.5 1989 Padova (2) Pus 
27 118A no 1989 Padova (2) Aspirato bronchiale 
28 121A no 1989 Padova (2) Sangue 
29 124A no 1989 Padova (2) Urine 
30 129A no 1990 Padova (2) Ferita 
31 132A no 1989 Padova (2) Aspirato bronchiale 
32 133A 2.5 1989 Padova (2) Aspirato bronchiale 
33 141A no 1989 Padova (2) Aspirato bronchiale 
34 176A no 1993 Roma (2) Pus 
35 179A 2.5 1993 Roma (2) Non noto 
36 200A 2.2 1995 Trieste (2) Urine 
37 203A 2.2 1995 Trieste (8) Urine 
38 204A 0.8 1995 Trieste (2) Pus 
39 1B 2.5 1996 Trieste (2) Urine 
40 2B 2.5 1996 Trieste (2) Urine 
41 3B no 1996 Trieste (2) Aspirato bronchiale 
42 7B 2.5 1996 Trieste (2) Aspirato bronchiale 
43 8B 2.5 1996 Trieste (2) Aspirato bronchiale 
44 14B 2.5 1996 Trieste (2) Urine 
45 23B 2.2 1997 Trieste (2) Urine 
46 24B 2.5 1997 Trieste (2) Aspirato bronchiale 
47 27B no 1997 Trieste (2) Aspirato bronchiale 
48 31B no 1997 Trieste (2) Sangue 
49 32B 2.5 1996 Trieste (2) Aspirato bronchiale 
50 100B 2.5 2000 Trieste (2) Urine 
51 105B no 1997 Aviano (2) Sangue 
52 108B 2.5 2000 Udine (2) Aspirato bronchiale 
53 109B 2.5 2000 Udine (2) Urine 
54 110B no 2000 Udine (2) Tampone faringeo 
55 111B 2.5 2000 Udine (2) Urine 
56 125B (St-20820) 3.0 1991 Cologna (4) Sangue 
57 127B (St-21359) 2.5 1991 Cologna (4) Catetere 
58 300B da definire 2006 Trieste (8) Urine 
°I nomi dei ceppi corrispondono a quelli delle pubblicazioni originarie, salvo i seguenti casi, in cui il nome 
originario viene indicato in parentesi 
§I numeri indicano le dimensioni delle regioni variabili, in Kbp, come risultano dall’amplificazione con i primer 
5’CS e 3’CS 
Riferimenti bibliografici: 
  1) Dijkshoorn 1996  5) Ribera 2004 
2) Gombac 2002   6) Riccio 2000 
3) Nemec 2004b   7) Zarrilli 2004 
4) Seifert 1995   8) Questo studio 
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3.2 Estrazione di DNA cromosomico 
Per estrarre il DNA le cellule batteriche di una coltura o.n. (2 ml) venivano raccolte mediante 
centrifugazione, lavate in 1 ml di TE5 pH 8.0 (Tris-HCl 10 mM, EDTA 5 mM), incubate per 1 ora a 
37°C nello stesso tampone contenente lisozima 1 mg/ml e lisate in presenza di SDS 0.5% e proteinasi 
K 100 g/ml. Il DNA è stato quindi purificato mediante una estrazione con fenolo e tre con fenolo-
cloroformio-alcool isoamilico (in rapporto relativo 25:24:1). È stato quindi precipitato aggiungendo 
alla soluzione acquosa 0.25 M NaCl e due volumi di etanolo assoluto ed infine risospeso in buffer TE 
pH 8.0 (Tris-HCl 10 mM, EDTA 1 mM).  
 
3.3 Estrazione di DNA plasmidico 
Per estrarre il DNA plasmidico è stato utilizzato il metodo dell’estrazione alcalina (Birnboim e Doly 
1979). Le cellule batteriche di una coltura o.n. (2 ml) venivano raccolte mediante centrifugazione, 
lavate in 1 ml di STE (NaCl 0.1M, TE pH 8.0), raccolte nuovamente e risospese in 100 l di soluzione 
1 fredda (glucosio 50 mM, Tris-HCl pH 8.0 25 mM, EDTA 10 mM).Dopo 5 minuti a temperatura 
ambiente si aggiungevano 200 l di soluzione 2 (NaOH 0.2M, SDS 1%), si incubava per 5 minuti in 
ghiaccio ed infine 150 l di potassio acetato 5M pH 4.8 freddo. Dopo 10 minuti in ghiaccio, i 
campioni venivano centrifugati e il surnatante purificato con una estrazione con fenolo-cloroformio-
alcool isoamilico (25:24:1). Il DNA plasmidico veniva quindi precipitato con un volume di etanolo 
assoluto, lavato con etanolo 70° e alla fine risospeso in TE. Per rimuovere l’RNA, seguiva 
un’incubazione o.n. a 37°C con 0.1 U di RNAsi T1 (Sigma Aldirich Srl, Milano). 
 
3.4 Amplificazioni geniche 
La verifica della presenza dei vari geni, i DNA stampo utilizzati nelle reazioni di sequenziamento del 
gene, l’amplificazione della regione variabile degli integroni di classe 1 e 2 e le sonde utilizzate in 
questo lavoro sono stati tutti ottenuti mediante Polymerase Chain Reaction (PCR), utilizzando primer 
specifici. I primer sono stati disegnati con il software Vector NTI v10.0 (Invitrogen) e controllati con 
il programma Amplify v3.1 sulla sequenza di riferimento. 
Ove non diversamente indicato, la miscela di reazione era costituita da 10 mM Tris-HCl pH8.3, 50 
mM KCl, 1.5 mM MgCl2, 200 M di ciascun desossinucleotide, 0.5 M di ciascuno dei due primer, 
2.5 U di AmpliTaq Gold (Roche Diagnostics SpA, Monza) e 100 ng di DNA genomico in un volume 
finale minimo di 25 l. 
Le amplificazioni sono state eseguite nei Termal Cycler 2700 o 2720 (Applied Biosystem). Alla fine 
della reazione, 8 l di amplificato venivano controllati in gel di agarosio ad opportune concentrazioni 
in TAE 1X. 
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3.4.1. Amplificazione di geni e cassette. 
È stato utilizzato questo protocollo per frammenti di lunghezza fino a 1500-2000 bp. 
In genere le condizioni di amplificazione prevedevano sempre una fase di denaturazione iniziale di 4 
minuti a 95°C; seguivano poi 30 cicli costituiti da una fase di denaturazione di 45 secondi a 95°C, una 
fase di appaiamento di 45 secondi ad una temperatura variabile per ogni coppia di primer e una fase di 
allungamento di 1 minuto per prodotti fino a 800 bp o al massimo di 3 minuti a 72°C. Alla fine dei 30 
cicli la reazione si concludeva con un’ulteriore fase di allungamento di 5 minuti a 72°C. La 
temperatura di annealing è stata scelta aggiungendo due gradi alla Tm teorica (indicata in tabella 3.2) 
più bassa tra quelle dei due primer utilizzati. 
PRIMER SEQUENZA (5’-3’) Tm (°C) POSIZIONE 
SEQUENZA DI 
RIFERIMENTO 
(N. DI ACCESSO 
RIF.
Integrone di classe 1 e trasposone Tn21 
Int2F TCTCGGGTAACATCAAGG 45.1 756-733 R46 [In1] (M95287) 5 
Int2R TGGCTTCAGGAGATCGGA 51.0 1005-988 R46 [In1] (M95287)   1 
IntE1 TGACGTTCAGTGCAGCCGTC 56.9 120-101 R46 [In1] (M95287) 8 
IntE2 CATCGAACGGCCGGTTGCGG 66.9 230-211 R46 [In1] (M95287) 8 
5’CS GGCATCCAAGCAGCAAGC 54.0 1342-1358 R46 [In1] (M95287) 3 
3’CS AAAGCAGACTTGACCTGA 41.8 4422-4406 R46 [In1] (M95287) 3 
SulI TGAAGGTTCGACAGCAC 43.4 5399-5383 R46 [In1] (M95287) 3 
TnpA for CACGTCGTTCCATCCTGTCC 55.0 2977-2996 Tn21 (AF071413) 8 
TnpA rev TTCGACGCCGACCTTTGGCT 61.4 2756-2737 Tn21 (AF071413) 8 
TnpR for CCTTCGACCAGAACCCGGAA 58.5 3507-3526 Tn21 (AF071413) 8 
TnpR rev GAATTCGATATGCACGCCGC 57.8 3316-3279 Tn21 (AF071413) 8 
MerR for AGGCGGACGTGGTTCGGGTG 63.6 19347-19366 Tn21 (AF071413) 8 
MerR rev GCCCTGTAGTGACGCGATCA 55.9 19606-19587 Tn21 (AF071413) 8 
TnpM GGTTTCGGTCGCAGTGCTGG 60.1 3731-3750 Tn21 (AF071413) 8 
TnpA for CACGTCGTTCCATCCTGTCC 55.0 2977-2996 Tn21 (AF071413) 8 
ARB1 GGCCACGCGTCGACTAGTACNNNNNNNNNNGATAT 72.0 / / 7 
ARB2 GGCCACGCGTCGACTAGTAC 54.7 / / 7 
Integrone di classe 2 e trasposone Tn7 
int2for GATTAGGCGCGTGGGCAGTAGGCTGTTTCT 70.1 11823-11852 Tn7 (NC_002525) 8 
int2rev GCGATATTGATTATATCCCTGCAAGCAAGC 64.3 12079-12050 Tn7 (NC_002525) 2 
intI2L CACGGATATGCGACAAAAAGGT 55.6 12312-12291 Tn7 (NC_002525) 6 
intI2R GTAGCAAACGAGTGACGAAATG 51.8 11524-11545 Tn7 (NC_002525) 6 
int2for4 GATTAGGCGCGTGGGCAGTA 57.5 11823-11842 Tn7 (NC_002525) 8 
dhfrI for CATGGAGTGCCAAAGGTGAAC 54.3 12740-12760 Tn7 (NC_002525) 8 
dhfrI L AGCTGTTCACCTTTGGC 45.0 12764-12748 Tn7 (NC_002525) 5 
sat for CGATGTGCACCTATCCGACC 55.1 13321-13340 Tn7 (NC_002525) 8 
sat rev GAGAACCAGTACCAGTACATCGC 52.2 13746-13724 Tn7 (NC_002525) 8 
satF TGAGCAGGTGGCGGAAAC 54.2 13264-13281 Tn7 (NC_002525) 8 
satR TCATCCTGTGCTCCCGAG 51.3 13761-13744 Tn7 (NC_002525) 8 
dhfr1R CCTGAAATCCCCAGCAA 48.6 13060-13076 Tn7 (NC_002525) 8 
INT2S ACCTTTTTGTCGCATATCC 46.7 12291-12309 Tn7 (NC_002525) 6 
TnsE for GCTCTCTAACCACTCTCTCAGCC 53.2 16651-16673 Tn7 (NC_002525) 8 
tnsErev GGTGCAACGTAATGGCAGTG 53.8 16940-19621 Tn7 (NC_002525) 8 
TnsA for CGCAACTCCTCCATATTCACTACT 53.5 23558-23581 Tn7 (NC_002525) 8 
TnsA rev ATGGTAAAGACTATATTCCATGGCTAA 53.3 24290-24264 Tn7 (NC_002525) 8 
Tabella 3.2. Elenco di alcuni dei primer usati e disegnati in questo studio. 
Riferimenti bibliografici:  
1- Gombac 2002  5- Martinez-Freijo 1998 
2- Heikkila 1991  6- Ploy 2000 
3- Levesque 1995  7- O’Toole 1998 
4- Liebert 1999  8- questo studio 
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3.4.2. Amplificazione delle regioni variabili dell’integrone di classe 1 
Per l’amplificazione della regione variabile degli integroni di classe 1 venivano utilizzati i primer 
5’CS e 3’CS (Lévesque 1995), complementari a sequenze fiancheggianti il sito d’integrazione delle 
cassette. Il profilo di reazione era uguale a quello descritto nel paragrafo precedente, salvo che per la 
fase di allungamento, la quale aveva una durata iniziale di 1 minuto, con un incremento di 3 secondi 
ad ogni ciclo, ed una fase di estensione finale di 7 minuti a 72°C. Inoltre, il numero dei cicli è stato 
aumentato a 35. 
3.4.3. Amplificazione delle regioni fiancheggianti l’integrone di classe 1 
È stata utilizzata una variante della nested-PCR (O’Toole 1998). In sintesi, è stata eseguita una prima 
amplificazione con il primer IntE2, complementare ad un tratto della sequenza dell’integrone situata in 
prossimità dell’estremità 5’, in coppia con un primer arbitrario (ARB1). Il prodotto atteso in questo 
caso è un tratto di sequenza a cavallo dell’estremità 5’ dell’integrone. In un secondo ciclo di 
amplificazione sono stati usati dei primer più interni ai precedenti (IntE1 + ARB2), per garantire la 
specificità di quanto amplificato. 
3.4.4. Preparazione delle sonde 
La sonda per l’integrasi di classe 1 è stata preparata amplificando un frammento di 249 bp del 
corrispondentre gene del plasmide R46 (Stokes 1992), usando la coppia di primer int 2F (Martinez-
Freijo 1998) con int 2R (Gombac 2002) con una temperatura di annealing di 55°C. 
Le due sonde per l’integrasi di classe 2 sono state preparate amplificando un frammento del 
corrispondente gene del plasmide R483 (Barth 1976). Per la coppia di primer int2for con int2rev 
(frammento di 257 bp) è stata utilizzata una temperatura di annealing di 60°C mentre per la coppia 
int2for5 con int2rev2 (frammento di 564 bp) la temperatura di annealing era di 55°C. 
Tutte le sonde sono state preparate sostituendo, nella miscela di aplificazione, parte della dTTP con 
dUTP legato a digossigenina. In particolare , la concentrazione della dTTP veniva ridotta a 130 M, 
mentre veniva aggiunto digossigenina-11-dUTP 70 M (corrispondente al circa il 30% del dTTP 
presente nel saggio) (Lion 1990). 
Dopo l’amplificazione, le sonde ottenute sono state purificate mediante passaggio in colonnina 
cromatografica (MicroSpinTM S-400 HR Columns, Amersham Pharmacia Biotech Inc.,Milano) e 
successivamente aliquotate e conservate a –20°C. 
3.4.5. Amplificazione della regione variabile e costante dell’integrone di classe 2 
Per l’amplificazione di questa regione variabile è stato utilizzato il kit Expand Long Template PCR 
System (Roche), seguendo le indicazioni fornite dalla ditta produttrice per il sistema 3 (prodotti lunghi 
o di difficile amplificazione). Sono state usate due coppie di primer, int2for4 con tnsE rev (5118 bp 
calcolate sulla sequenza dell’integrone di riferimento in Tn7 [numero di accesso: NC_002525]) e sat 
for con tnsA rev (10969 bp sulla stessa sequenza). Le condizioni di amplificazione prevedevano: una 
fase di denaturazione iniziale di 4 minuti a 94°C, seguivano poi 15 cicli costituiti da una fase di 
denaturazione di 1 minuto a 94°C, una fase di appaiamento di 1 minuto a 52°C ed una fase di 
3. Materiali e Metodi 
 
21 
allungamento di 12 minuti a 68°C. Seguivano altri 20 cicli con lo stesso profilo dei precedenti ed un 
incremento nella fase di allungamento di 20 secondi ad ogni ciclo. Concludeva la reazione un’ulteriore 
fase di allungamento di 7 minuti a 68°C. Se erano presenti prodotti aspecifici, si ripeteva 
l’amplificazione in presenza di DMSO (dimetilsulfossido) al 2%. 
 
3.5 Analisi di restrizione 
10 l di amplificato sono stati digeriti con 5 U di enzima BfaI, CfoI, Fnu4HI, EcoRI, KpnI, MboI, 
MseI, SacI (New England Biolabs, Milano) o AluI, BamHI, ClaI, HinfI RsaI (Roche Diagnostics, 
Monza), seguendo le indicazioni della ditta fornitrice.  
 
3.6 Elettroforesi su gel di agarosio 
Per controllare la qualità e/o la quantità delle estrazioni o l’avvenuta reazione enzimatica 
(amplificazione, digestione con enzimi di restrizione, ligazione), un certo volume di DNA veniva 
caricato in elettroforesi su gel di agarosio di opportuna concentrazione in TAE 1X (Tris-acetato pH 8.0 
0.8 mM, EDTA 0.04 mM), in base al tipo di preparazione del DNA ed assieme ad uno standard di pesi 
molecolari come riferimento (Kilo Base Pair Ladder, 100 Base Pair Ladder, 50 Base Pair Ladder [tutti 
da Amersham Pharmacia Biotech, Italia], Molecular Weight Marker II [Roche]). In genere la corsa 
veniva condotta nello stesso tampone ad un voltaggio non superiore ai 7.5V/cm. A fine corsa il gel 
veniva colorato in TAE 1X contenente etidio bromuro 1 g/ml per 20-30 minuti, decolorato con acqua 
deionizzata e successivamente fotografato. 
 
3.7 Pulsed Field Gel Electrophoresis (PFGE) 
Per la preparazione dei blocchetti di DNA è stata utilizzata la metodica messa a punto da Seifert 
(2005). Per ottenere risultati comparabili è necessario avere una quantità di cellule omogenea per i 
diversi campioni. In breve, 500 l di brodocoltura incubata o.n. a 37°C in agitazione, portata ad una 
DO600 = 1.9, sono stati raccolti e lavati prima con 500 l di acqua sterile e poi con 500 l di TE buffer. 
Le cellule nuovamente raccolte sono state risospese in 200 l di TE buffer cui sono stati aggiunti 200 
l di Low Melting Agarose (SeaPlaque GTG, BMA) al 2%, precedentemente sciolto in TE buffer. 
Da questa miscela sono stati ottenuti dei blocchetti da 25 l fatti solidificare per 10 minuti a 4°C. I 
blocchetti sono stati incubati o.n. a 55°C in 3 ml di tampone ES (EDTA 0.5 M pH 8.0, sarcosile 1%), e 
proteinasi K 1 mg/ml. 
Successivamente i campioni sono stati sottoposti a 9 lavaggi di 1 ora ciascuno in TE pH 8.0 sterile in 
blanda agitazione a 4°C. Terminati i lavaggi, un blocchetto di ciascuno dei campioni da analizzare è 
stato prelevato ed equilibrato in 200 l di buffer 4 (New England Biolabs, Milano) per due volte da 20 
minuti ciascuna, dopodiché il campione è stato digerito con 40U dell’enzima di restrizione ApaI (New 
England Biolabs, Milano) in 200 l dello stesso buffer per 3 ore a 25°C. In seguito a due lavaggi con 
200 l di TBE 0.5X freddo (Tris-HCl 45 mM pH 8.3, Acido borico 45 mM, EDTA 1 mM) il tampone 
3. Materiali e Metodi 
 
22 
è stato eliminato, i blocchetti sono stati sciolti per 5 minuti a 68°C e caricati nei pozzetti di un gel di 
agarosio all’1% (Seakem, BMA) in TBE 0.5X. Quest’ultimo è stato utilizzato anche come tampone di 
corsa a 14°C.  
I campioni sono stati fatti migrare per 19 ore con un voltaggio di 6 V/cm, un angolo di 120°, uno 
switch di 5-20 secondi, in un apparecchio CHEF DR III (BioRad GenePath System), secondo le 
indicazioni pubblicate da Seifert (2005). Come standard di riferimento è stato utilizzato il Lambda 
Ladder PFG marker (New England Biolabs). Il gel è stato colorato per 45 minuti in una soluzione di 
etidio bromuro (1 g/ml in TBE 0.5X), decolorato in acqua e poi fotografato. 
Le immagini dei profili elettroforetici ottenuti sono state analizzate con il software GelCompar II v.4.0 
(Applied Maths, Kortrijk, Belgium), prendendo in considerazione la presenza o l’assenza di bande 
aventi la stessa mobilità. È stato applicato un valore di tolleranza pari a 1.0% (espresso come 
percentuale della lunghezza totale dei tracciati). 
La misura quantitativa della somiglianza per ciascuna coppia di profili elettroforetici è stata calcolata 
mediante il coefficiente di Dice (Dice 1945) secondo la formula: 
 S = 2m/a +b 
dove, per due tracciati j e k, si definiscono 
 m = numero di bande nella stessa posizione, con i limiti di tolleranza specificati 
 a, b = numero di bande dei tracciati j e k rispettivamente 
Le percentuali di somiglianza ottenute con il coefficiente di Dice sono state elaborate dal software per 
produrre un dendrogramma, usando l’algoritmo UPGMA (Unweighted Pair-Group Method using 
mathemathical Averaging). 
 
3.8 Ricerca di plasmidi con S1 PFGE 
I blocchetti di agarosio contenenti il DNA sono stati preparati con la metodica precedentemente 
descritta (paragrafo PFGE). Sono messi ad equilibrare in 500 l di tampone (33 mM sodio acetato, 50 
mM NaCl, 0.033 mM ZnSO4 pH 4.5) per 30 minuti in ghiaccio. Quindi sono stati digeriti in 200 l 
dello stesso tampone con 1 U di nucleasi S1 da Aspergillus oryzae (Roche) a 37°C per 45 minuti. 
La reazione è stata quindi bloccata con 100 l di EDTA 0.5 M più 1% sarcosile fredda. I campioni 
vengono conservati in ghiaccio fino al momento del caricamento sul gel di agarosio per l’elettroforesi, 
utilizzando lo stesso profilo di corsa (paragrafo 3.7). 
La nucleasi S1 è specifica per regioni di DNA a singolo filamento. Nel DNA plasmidico, tali regioni 
possono essere transitoriamente presenti a causa delle tensioni provocate dal superavvolgimento. La 
nucleasi taglia un filamento e, successivamente, anche l’altro, in posizione opposta, rimasto non 
appaiato in conseguenza del primo taglio. Il DNA plasmidico risulta quindi linearizzato, e migra in 
PFGE in base alla sua grandezza. La S1 nucleasi probabilmente taglia anche regioni superavvolte del 
DNA genomico, ma con frequenza molto bassa, senza dare frammenti in grado di migrare formando 
bande definite (Barton 1995). 
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3.9 Dot blot 
500 ng di DNA genomico degli isolati, denaturati per 10 minuti a 95°C, sono stati deposti su una 
membrana di nylon (Hybond N+, Amersham Pharmacia Biotech, Uppsala, Sweden). 
La membrana è stata quindi esposta ai raggi UV (260 nm per 4 minuti ad una distanza di 10 cm) in 
modo da fissare il DNA. Dopo esser stata immersa per qualche minuto in SSC 2X (NaCl 0.3 M, Na-
citrato 30 mM pH 7.0), incubata per 2 ore a 68°C in tampone di ibridazione (SSC 5X, Blocking 
reagent [Boeringher Mannheim, Italia] 1%, N-lauril sarcosina 0.1% e SDS 0.02%), la membrana è 
stata incubata o.n. a 64°C con la sonda marcata con digossigenina diluita 1:2500 in tampone di 
ibridazione. 
Il giorno seguente la membrana è stata sottoposta a due lavaggi di stringenza da 5 minuti ciascuno in 
una soluzione di SSC 2X contenente SDS 0.1% e ad altri due lavaggi eseguiti a 64°C, rispettivamente 
di 15 e 30 minuti, in una soluzione preriscaldata di SSC 0.1X contenente SDS 0.1%. 
In seguito a breve lavaggio in Buffer 1 (Tris-HCl 100 mM pH 7.0, NaCl 150 mM), la membrana è 
stata incubata per 30 minuti in Buffer 1 e 0.5% Blocking reagent, nuovamente lavata in Buffer 1 e 
incubata per 45 minuti in Buffer 1 con 0.3 mU/ml di anticorpo (Roche). L’anticorpo, coniugato con 
l’enzima fosfatasi alcalina, riconosce in maniera specifica la digossigenina-11-dUTP incorporata nella 
sonda. 
Dopo due lavaggi in Buffer 1 di 15 minuti ciascuno, la membrana viene equilibrata per qualche 
minuto in Buffer 2 (Tris-HCl 100 mM pH 9.5, NaCl 100 mM, MgCl2 50 mM) ed infine immersa nella 
soluzione di sviluppo (Buffer 2 con 335 mg/ml di NBT [cloruro di nitroblu tetrazolio] e 174 mg/ml di 
X-fosfato [5-bromo-4-cloro-3-indolilfosfato]). 
 
3.10 Southern blot 
2 g di DNA genomico intero o digerito separatamente con 80 U di EcoRI o ClaI è stato fatto migrare 
in gel di agarosio 0.8% rispettivamente a 1.6V/cm per 22 ore (condizioni che permettono di separare il 
DNA cromosomico da eventuali plasmidi di grandi dimensioni) (Riccio 2001) o a 4.5V/cm per 2 ore e 
30 minuti. A fine corsa il gel è stato incubato per 15-20 minuti in HCl 0.25 M, quindi lavato 
brevemente per due volte con acqua deionizzata e incubato in soluzione denaturante (NaCl 1.5 M, 
NaOH 0.5 N). Trascorsi 30 minuti la soluzione è stata cambiata e il gel immerso nella soluzione per 
altri 15 minuti. In seguito il gel è stato incubato, due volte per 15 minuti ciascuna, in una soluzione 
neutralizzante (Tris-HCl 0.5 M pH 7.4, NaCl 3 M). 
Il trasferimento è avvenuto per capillarità: sopra il gel è stata adagiata una membrana di nylon 
(Hybond N+, Amersham Pharmacia Biotech, Uppsala, Sweden) precedentemente idratata in SSC 2X 
per circa 10 minuti, e sopra questa, nell’ordine: due fogli carta 3MM, otto fogli di carta assorbente, 
una lastra di vetro ed infine un peso di 0.5 di kg. Dopo tre ore di trasferimento, la membrana è stata 
asciugata sotto cappa a flusso laminare ed incubata o.n. a 68°C. 
I passaggi successivi, dalla preibridazione in poi, sono stati condotti in maniera analoga a quanto 
descritto per la tecnica del dot-blot. 
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3.11 Determinazione della sensibilità in vitro agli antibiotici 
I test di sensibilità agli antibiotici sono stati eseguiti con il test di diffusione in agar (Woods 1995), 
noto anche come test di Kirby-Bauer (Bauer 1966), su piastre di Müller-Hinton, secondo le linee guida 
e i criteri interpretativi suggeriti dal CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute, 2002). In ogni 
esperimento sono stati inclusi, come controlli di qualità, i ceppi di riferimento E. coli ATCC 25922 e 
E. coli ATCC 35218. 
Tutti gli antibiotici saggiati sono stati ottenuti da fonti commerciali (OXOID). 
 
3.12 Clover-leaf test 
È un test usato per verificare se un certo ceppo produca o meno una -lattamasi di classe B o D 
(carbapenemasi). Una piastra di Müller-Hinton (MH) è stata inoculata uniformemente con E. coli 
ATCC 25922 fatti crescere o.n. in LB brodo a 37°C. Al centro della piastra è stato posto un dischetto 
di imipenem (10 g; OXOID). I diversi ceppi da testare sono stati prelevati da una colonia fresca con 
un’ansa sottile e sono state eseguite delle strisciate sulla piastra di MH a partire dal dischetto in 
direzione radiale verso il bordo della piastra stessa (McGhie 1977; Hornstein 1997). La piastra è stata 
incubata o.n. a 37°C. Se il ceppo produce una -lattamasi di classe B o D si osserverà una distorsione 
dell’anello di inibizione della crescita di E. coli  dovuto all’imipenem. 
 
3.13 EDTA-double disk sinergy test 
È un test utilizzato per verificare se una -lattamasi sia di classe B (metallo -lattamasi). Una piastra di 
Müller-Hinton (MH) è stata inoculata uniformemente con il ceppo da testare. Un dischetto di 
imipenem (10 g; OXOID) veniva deposto sulla superficie e a 10 mm di distanza bordo-a-bordo un 
altro dischetto su cui sono stati depositati precedentemente 750 g o 1.5 mg di EDTA (Lee 200; Lee 
2003; Yong 2002). La piastra è stata incubata o.n. a 37°C. L’EDTA diffondendo inibirà la metallo -
lattamasi e si osserverà una distorsione dell’anello di inibizione dovuto all’imipenem. 
 
3.14 Clonazione del gene orfX 
Per studiare la funzione del prodotto del gene orfX si è deciso di utilizzare il vettore di espressione 
pBAD/Myc-His C (Invitrogen), che ha due caratteristiche principali: permette infatti di studiare la 
proteina di interesse sia in forma nativa che chimerica grazie all’epitopo c-Myc seguito da una coda di 
6 istidine poste all’estremità C-terminale. Inoltre è possibile controllare il livello di espressione 
modulando la concentrazione di arabinosio nel terreno di crescita. Come ceppo ricevente è stato 
utilizzato l’E. coli TOP10 fornito con il kit. 
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3.14.1. Preparazione delle cellule competenti 
I batteri TOP10 provenienti da una coltura o.n. a 37°C in LB + 20g/ml streptomicina venivano diluiti 
1:100 in LB senza antibiotico e fatti crescere fino ad una densità di 4-7 x 107 cellule/ml (DO550 = 
0.45). Tutti i passaggi successivi venivano eseguiti mantenendo la temperatura a 4°C. 
I batteri venivano raccolti mediante centrifugazione, lavati con HEPES 1 mM pH 7.0, raccolti e 
risospesi in metà volume. Seguivano altre due passaggi in cui le cellule venivano risospese in 1/50 e in 
1/500 del volume iniziale in HEPES 1 mM pH 7.0 contenente glicerolo 10%. Alla fine venivano fatte 
delle aliquote da 40 l e conservate a –80°C. 
3.14.2. Preparazione dell’inserto orfX 
L’inserto orfX è stato ottenuto mediante PCR usando come stampo il DNA del ceppo 7B. I primer 
utilizzati (Invitrogen) in un primo momento erano: 
XFOR (sia per ottenere la proteina in forma nativa che chimerica) con sito per SacI 
5’-AA GAGCTC T ATG AACGTACGCACTTGC-3’ (ATG del vettore) 
XNAT rev (per la proteina in forma nativa) con sito per KpnI 
5’-TAG GGTACC CTAGCTAAGCCGACGGA-3’ 
(CTA, sul filamento opposto TAG [codone di stop di orfX]) 
XCHI rev (per la proteina in forma chimerica) con sito per KpnI 
5’-AT GGTACC CTTGCTAAGCCGACGGA-3’ 
(CTT, sul filamento opposto AAG [codone di stop sostituito con codone per lisina]) 
I reagenti e le condizioni di reazione utilizzate erano analoghe a quanto descritto precedentemente, 
impostando 1 minuto come tempo per tutte le fasi dei 40 cicli e come temperatura di appaiamento 
52°C per la coppia di primer XFOR e XNAT rev (prodotto finale di 531 bp) e 50°C per la coppia 
XFOR e XCHI rev (frammento di 530 bp), entrambe in un volume finale di 100 l. Dopo controllo in 
gel di agarosio, i frammenti sono stati digeriti o.n. con gli enzimi di restrizione SacI e KpnI (New 
England Biolabs) seguendo le indicazioni della ditta fornitrice. In seguito sono stati purificati con 
un’estrazione con fenolo-cloroformio-alcol isoamilico, precipitati con acetato d’ammonio 2M ed 
etanolo assoluto, risospesi in TE e quantificati su gel di agarosio. 
3.14.3. Preparazione del vettore plasmidico 
Contemporaneamente veniva preparato il vettore pBAD/Myc-His C. Questi veniva digerito o.n. con gli 
stessi enzimi usati per l’inserto, purificato con un’estrazione con fenolo-cloroformio-alcol isoamilico, 
precipitato con NaCl ed etanolo ed alla fine risospeso in TE e quantificato su gel di agarosio. 
3.14.4. Ligazione 
Il vettore e l’inserto opportunamente preparati sono stati incubati assieme in rapporto molare relativo 
1:1 e 1:3 o.n. a 16°C in presenza di 3 U di ligasi T4 (New England Biolabs) in un volume finale di 10 
l. L’avvenuta ligazione è stata controllata in gel di agarosio 1%. 
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3.14.5. Trasformazione delle cellule competenti 
Ad una aliquota di cellule competenti scongelata velocemente venivano aggiunti 20-40 ng di DNA 
plasmidico ligato. La trasformazione avveniva per elettroporazione (capacità di 25F, voltaggio di 2.5 
kV e resistenza di 200 ), in seguito alla quale i batteri venivano fatti crescere per un’ora a 37°C in 1 
ml di LB + glucosio 0.2% e quindi seminati su piastre di LB addizionate di ampicillina 50 g/ml. 
3.14.6. Selezione dei cloni positivi 
Le colonie cresciute su LB + ampicillina 50 g/ml sono state reisolate ed sono state eseguite delle 
PCR su colonia per individuare i cloni che contenessero l’inserto. Questo tipo di amplificazione 
prevedeva la rottura delle cellule batteriche in 10 l di H2O sterile per 10 minuti a 95°C, in seguito ai 
quali venivano aggiunti 40 l di miscela di reazione contenente le stesse coppie di primer usate per 
ottenere l’inserto. Le modalità di amplificazione erano le stesse. Una volta individuati i cloni, il DNA 
plasmidico contenente l’inserto è stato estratto secondo la metodica precedentemente descritta ed è 
stato sequenziato (dettagli in seguito). 
3.14.7. Amplificazione del plasmide pBAD/MycHis C 
Per eliminare 15 nucleotidi interposti tra il Ribosome Binding Site (RBS) del vettore e il codone di 
inizio dell’inserto, il plasmide è stato amplificato con primer opportuni, per essere successivamente 
ligato. A questo scopo è stato utilizzato il Kit iProofTM High-Fidelity PCR (BioRad) seguendo le 
indicazioni fornite dalla ditta produttrice. Assieme ai reagenti del kit è stata usata la seguente coppia di 
primer, entrambi presentanti il sito di restrizione per SacI: 
XFORnat for (posizione sul vettore:327-354) 
5’-AA GAGCTC T ATG AACGTACGCACTTGCAC-3’ (ATG di orfX) 
 XFORnat rev (posizione sul vettore: 311-289) 
5’-AT GAGCTC TC CTCCT GTTAGCCCAAAAAACG-3’ 
(CTCCT, sul filamento opposto AGGAG [RBS]) 
Questi primer sono stati utilizzati sia per ottenere la proteina in forma nativa che in forma chimerica. 
Le condizioni di amplificazione prevedevano una fase di denaturazione iniziale di 2 minuti a 98°C, 
seguivano poi 30 cicli costituiti da una fase di denaturazione di 10 secondi a 98°C, una fase di 
appaiamento di 20 secondi a 67°C ed una fase di allungamento di 1 minuto e 15 secondi a 72°C. La 
fase di estensione finale era di 5 minuti a 72°C. 
Dopo controllo in gel di agarosio, il plasmide amplificato è stato digerito con SacI e successivamente 
ligato su sè stesso. I batteri TOP10 sono stati elettroporati con questo prodotto e selezionati come 
precedentemente descritto. Sui cloni positivi è stata fatta un’estrazione plasmidica, seguita da controllo 
del vettore intero, linearizzato con SacI e digerito con SacI e KpnI in gel di agarosio e conferma 
dell’avvenuta rimozione dei nucleotidi in eccesso mediante sequenziamento. 
3.14.8. Estrazione delle proteine cellulari totali 
Una brodocoltura cresciuta o.n. a 37°C è stata diluita 1:100 in 20 ml di Müller-Hinton e incubata a 
37°C a scuotimento fino ad una DO600 = 0.5. I batteri sono stati indotti per 4 ore con diverse 
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concentrazioni di arabinosio e alla fine 1 ml raccolto mediante centrifugazione e risospeso in 100 l di 
buffer di lisi (TE pH 8.0 addizionato di lisozima 0.5 mg/ml, DNAsi I 0.1 mg/ml e CaCl2 10 mM), 
come indicato dal protocollo fornito assieme al vettore. I batteri sono stati lisati mediante sonicazione 
(Bandelin Sonoplus Homogenizer HD 70, punta MS 72) per 4 volte per 10 secondi al 100% della 
potenza massima in bagno di ghiaccio. Il lisato è stato centrifugato per 1 minuto a 9000xg a 4°C e il 
surnatante trasferito in una provetta pulita. Al surnatante è stato aggiunto un volume di tampone di 
caricamento Laemmli 2X (Laemmli 1970) mentre al pellet 200 l dello stesso tampone diluito 1X. I 
campioni sono stati riscaldati per 5 minuti a 70°C e poi posti in ghiaccio. 15 l di campione sono stati 
separati in elettroforesi su gel discontinuo di poliacrilammide (SDS-PAGE) al 15% (Sambrook 1989), 
assieme allo standard di pesi molecolari PageRuler Prestained Protein Ladder (Fermentas). 
3.14.9. Separazione delle proteine della membrana esterna 
Una brodocoltura cresciuta o.n. a 37°C è stata diluita 1:100 in 100 ml di Müller-Hinton e incubata a 
37°C a scuotimento fino ad una DO600 = 0.5. I batteri sono stati indotti per 4 ore con arabinosio e alla 
fine raccolti mediante centrifugazione, lavati con 20 ml di tampone fosfato 10 mM pH 7.2 e risospesi 
in 5 ml dello stesso tampone. 
La lisi cellulare è stata ottenuta sonicando per tre volte per 15 secondi al 70% della potenza massima 
la sospensione batterica mantenuta in bagno di ghiaccio. Per eliminare i detriti cellulari, il sonicato è 
stato centrifugato a 9000xg per 2 minuti a 4°C. Il sovranatante, contenente le membrane, è stato 
recuperato e centrifugato a 16000xg per 35 minuti a 4°C per ottenere un sedimento, costituito dalla 
preparazione delle membrane interne ed esterne, da risospendere in 100 l di tampone fosfato 10 mM 
pH 7.2. 
La concentrazione proteica dei campioni è stata determinata mediante il metodo di Bradford (1976). 
Per ogni campione 200 g di proteine totali sono stati trattati per 1 ora a 37°C con sodio-lauril-
sarcosinato (sarcosile) diluito al 2% in un volume massimo di 200 l di tampone fosfato 10 mM pH 
7.2. In seguito a questo passaggio, la cui funzione è quella di solubilizzare le membrane interne, i 
campioni sono stati centrifugati a 16000xg per 35 minuti a 4°C per ottenere un sedimento formato 
dalla preparazione delle sole membrane esterne. Queste sono state lavate con 180 l di tampone 
fosfato 10 mM pH 7.2 e sarcosile 1% e risospese in 72 l dello stesso tampone. 
Dopo aver aggiunto anche 72 l di tampone di caricamento Laemmli 2X (Laemmli 1970), i campioni 
sono stati bolliti. La separazione elettroforetica delle proteine della membrana esterna è avvenuta 
mediante SDS-PAGE al 15% (Sambrook 1989). 
3.14.10. Western blot 
Le proteine cellulari totali e gli estratti proteici delle membrane esterne dei ceppi da saggiare sono stati 
fatti migrare in SDS-PAGE al 15% ai voltaggi di 95V e 130V rispettivamente durante il passaggio 
attraverso il gel di concentrazione e quello di separazione. 
Il trasferimento è stato effettuato su una membrana di nitrocellulosa per 40 minuti a 5.5 mA/cm2 
utilizzando lo strumento Trans Blot Semi Dry Transfer Cell (BioRad Laboratories, Richmond, USA). 
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Dopo il trasferimento il gel è stato colorato con Coomassie per 2 ore a temperatura ambiente e 
successivamente decolorato 4 volte con una soluzione contenente metanolo e acido acetico glaciale 
(Sambrook 1989). 
La membrana è stata incubata due volte da un’ora ciascuna in agitazione saturante costituita da latte in 
polvere 5% e Tween 0.2% in PBS (NaCl 130 mM, KCl 27 mM, NaHPO4 8 mM, KH2PO4 11 mM). In 
seguito è stata incubata o.n. a 4°C in soluzione saturante con l’aggiunta di anticorpo monoclonale di 
topo anti-6His (C-terminali) (Invitrogen) diluito 1:2000. Il giorno seguente, dopo tre lavaggi di 10 
minuti ciascuno effettuati in blanda agitazione con una soluzione di Tween 0.2% in PBS, la membrana 
è stata incubata per un’ora in agitazione in soluzione saturante con anticorpo di capra anti-topo 
coniugato con fosfatasi alcalina (Calbiochem) diluito 1:500. Dopo tre lavaggi con PBS e Tween 0.2% 
e uno breve con Buffer 2, la membrana è stata sviluppata con NBT e X-fosfato (cfr. par 3.9 - dot-blot) 
(Towbin 1979). 
Le immagini delle membrane ottenute sono state acquisite mediante scanner e quantificate con il 
software GelCompar II (Applied Maths, Belgium). 
 
3.15 Sequenziamento 
Il sequenziamento dei frammenti di DNA di interesse (inserti clonati o prodotti di PCR) è stato 
effettuato presso il centro BMR Genomics di Padova (http://www.bmr-genomics.it) seguendo le 
indicazioni fornite sul sito per la preparazione dei campioni e dei relativi primer. 
I dati ottenuti come ferogrammi sono stati controllati in un primo momento con il programma Contig 
Express della suite Vector NTI v 10.0 (Invitrogen) e confrontati con le sequenze depositate in banca 
dati EMBL/GenBank usando il programma Blast (http://www.ncbi.nlm.nih.gov./blast). 
La sequenza nucleotidica del gene orfX è stata tradotta mediante il software Traslate Tool 
(http://us.expasy.org/tools/dna.html), mentre l’allineamento delle sequenze aminoacidiche è stato 
ottenuto mediante CLUSTAL W (http://www.ebi.ac.uk/clustalw) e la predizione della struttura 
secondaria eseguita grazie a PSIPRED (http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred). 
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4. RISULTATI E DISCUSSIONE 
 
In questo studio sono stati analizzati 58 isolati indipendenti di Acinetobacter baumannii raccolti in 
Italia e in Europa tra il 1989 e il 2006. Provengono tutti da materiale clinico diverso e sono privi di 
evidenti correlazioni epidemiologiche. 
4.1 Tipizzazione dei ceppi mediante analisi di macrorestrizione 
Gli isolati considerati in questo studio sono stati tutti genotipizzati mediante macrorestrizione con 
ApaI seguita da PFGE, in modo da evidenziare eventuali correlazioni tra alcuni di essi, in 
collaborazione con la dott.ssa Raffaela Bressan e la dott.ssa Ambra Giovannini (Dipartimento di 
Scienze Biomediche, Università di Trieste). 
La digestione del DNA genomico estratto, eseguita direttamente nei blocchetti di DNA prima della 
PFGE, ha dato come risultato la generazione di profili elettroforetici costituiti da 20-25 bande, 
comprese tra circa 20 e 450 Kbp (fig. 4.1). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 Solamente quelle comprese tra 48.5 Kbp e 388 Kbp sono state prese in considerazione per la 
successiva analisi. I profili elettroforetici sono stati confrontati utilizzando l’indice di somiglianza di 
Dice, che considera la posizione delle singole bande, ed elaborati mediante UPGMA per produrre dei 
raggruppamenti di profili simili. I risultati sono esposti in forma di dendrogramma in figura 4.2. 
In figura 4.2 sono inoltre indicati gli isolati che sono risultati portatori di uno o più integroni e 
l'eventuale dimensione in Kbp della regione variabile di quello di classe 1. La presenza di questi 
integroni costituisce un marker di epidemicità (Koeleman 2001). Prendendo in considerazione questi 
dati, unitamente a quelli di somiglianza, è stato possibile individuare, nell’ambito degli isolati 
utilizzati, quelli appartenenti a due dei cloni principali diffusi a livello europeo. I ceppi olandesi 
RUH875 ed RUH134, considerati rappresentativi, rispettivamente, del clone I e del clone II 
(Dijkshoorn 1996), sono infatti stati inseriti a questo scopo. 
L’appartenenza ai due principali cloni europei della maggior parte dei ceppi analizzati è supportata 
anche da dati ottenuti precedentemente mediante ERIC-PCR (Dolzani 1997) e ribotipizzazione 
(Gombac 2002). 
Figura 4.1. Esempio dei profili di macrorestrizione 
ottenuti con ApaI. Nelle corsie laterali è stato caricato 
lo standard  ladder (New England Biolabs). 
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Figura 4.2. Dendrogramma basato sulla somiglianza tra i ceppi dello studio. La percentuale di somiglianza 
(indice di Dice) è riportata sulla barra in alto a sinistra. 
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4.2 Studio del polimorfismo dei geni csuC e csuE 
Questo studio preliminare è stato svolto in collaborazione con la dott.ssa Raffaela Bressan (Dip. di 
Scienze Biomediche, Università di Trieste). 
Sono stati analizzati 27 ceppi, 9 appartenenti al clone 1, 9 al clone 2 e 9 sporadici.. I geni csuC e csuE 
sono stati amplificati e sequenziati con primer più interni. Le sequenze ottenute, 860 bp per csuC e 
902 bp per csuE, sono state analizzate con il programma MultAlin (Corpet 1988). 
Per quanto riguarda csuE, già utilizzato da Turton (2007) per l’identificazione dei cloni epidemici, 
l’allineamento delle sequenze dei ceppi del clone I ha portato all’individuazione di tre varianti, che 
differiscono tra loro per un solo nucleotide e nel clone II di due varianti dell’allele, anch’esse diverse 
per una sola base. Gli alleli dei cloni I e II differiscono tra loro per 37 nucleotidi. Tutti i ceppi 
sporadici presentavano alleli diversi sia tra di loro che in confronto a quelli dei due cloni epidemici 
(tabella 4.1). Non sono stati trovati ceppi con l’allele caratteristico del clone III. 
 
Allele csuE 
(902 nt tot) 
nt diversi 
da allele 1 
nt diversi 
da allele 2 
1 0 37 
1a 1 38 
1b 1 38 
2 37 0 
2a 38 1 
3 26* 17* 
4 24 22 
5 20 28 
6 26 24 
7 30 30 
8 23 29 
9 32 28 
10 12 38 
11 33 19 
12 21 27 
 
Tabella 4.1. Differenze espresse in numero di nucleotidi tra i vari alleli e in confronto con quelli dei ceppi 
appartenenti ai cloni I o II. A destra, distanza filogenetica tra i diversi alleli. 
* su 730 nt della sequenza del clone III pubblicata con accesso DQ289016 
 
Per quanto riguarda csuC, il cui polimorfismo viene studiato per la prima volta, l'allineamento delle 
sequenze dei ceppi dei due cloni ha indicato che il gene è estremamente conservato nell'ambito del 
singolo clone e differisce da quello dell'altro per 14 bp. I ceppi sporadici presentano invece una 
variabilità di nucleotidi in determinate posizioni e nessuno dei 9 analizzati ha la stessa sequenza degli 
altri né quella dei cloni. Solo per il ceppo 27B non è stato possibile amplificare questo gene (tabella 
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4.2). Questo gene risulta quindi più conservato di csuE, ma anche in questo caso i due cloni studiati 
presentano alleli specifici e ben distinguibili, che possono essere impiegati per la loro identificazione. 
 
Allele csuC 
(860 nt tot) 
nt diversi 
da allele 1 
nt diversi 
da allele 2 
1 0 14 
2 14 0 
3 - - 
4 18 14 
5 25 16 
6 12 12 
7 - - 
8 10 16 
9 23 15 
10 12 12 
11 14 8 
12 10 12 
 
Tabella 4.2. Differenze espresse in numero di nucleotidi tra i vari alleli e in confronto con quelli dei ceppi 
appartenenti ai cloni I o II. A destra, distanza filogenetica tra i diversi alleli. L’allele 7 corrisponde a quello del 
ceppo 27B. 
 
È stato dimostrato quindi che i cloni I e II hanno alleli distinti, sia csuC che csuE. Tranne differenze di 
un solo nucleotide per gli alleli 1 e 2 di csuE, possiamo affermare che entrambi sono molto conservati 
all'interno del singolo clone. Questo sistema ha permesso di attribuire con certezza i ceppi ad una delle 
categorie precedentemente individuate (ceppi appartenenti ai diversi cloni epidemici o sporadici), 
confermando i risultati ottenuti con la macrorestrizione (fig. 4.2). Inoltre, in futuro, il sequenziamento 
di uno solo dei due geni potrà consentire di classificare un nuovo isolato senza ricorrere 
necessariamente ad una tecnica laboriosa quale la macrorestrizione. 
Il fatto che i due cloni epidemici possiedano alleli distinti di due geni dimostrati essere indispensabili 
alla produzione di pili e di biofilm (Tomaras 2003) apre anche la possibilità che essi siano in grado di 
formare biofilm con caratteristiche o efficienza diversa. Questa possibilità è attualmente in corso di 
valutazione. 
E’ interessante notare il caso di un ceppo isolato recentemente in un nosocomio locale, risultato 
multiresistente ed in particolare all’imipenem. La comparsa di questo ceppo, denominato 300B, ha 
suscitato allarme in quanto normalmente i ceppi isolati a Trieste sono sensibili a questo antibiotico. 
Nonostante che l’imipenem resistenza sia una caratteristica spesso associata a isolati appartenenti ai 
cloni epidemici, il ceppo 300B è risultato sporadico con entrambe le metodiche utilizzate. 
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4.3 Frequenza e contenuto in cassette geniche di integroni di classe 1 
La ricerca mediante PCR con primer specifici del gene dell’integrasi di classe 1 ha identificato 35 
ceppi positivi su 58 (frequenza del 60%), risultati paragonabili a quanto riportato in letteratura 
(Seward 1999; Ploy 2000). 
La regione variabile degli integroni è stata ottenuta mediante amplificazione con i primer 5’CS e 3’CS 
(Lévesque 1995). Gli amplificati di uguale dimensione, ottenuti da isolati diversi, sono stati digeriti 
con le endonucleasi AluI e HinfI (dati non mostrati). Campioni aventi lo stesso profilo di restrizione 
con entrambi gli enzimi.sono stati considerati avere anche la stessa sequenza nucleotidica. Il paragone 
dei profili di restrizione ottenuti con quelli di integroni precedentemente sequenziati (Gombac 2002), 
inoltre, ha permesso di stabilire il contenuto in cassette (fig. 1.5). 
Nell’ambito di questo lavoro è stata anche caratterizzata la regione variabile del ceppo RUH875 
mediante sequenziamento del frammento amplificato con i primer 5’CS e 3’CS. L’analisi del 
frammento di circa 700 bp ha rivelato la presenza di una sola cassetta genica contenente l’allele dfrV. 
Questo gene codifica per una diidrofolatoreduttasi, responsabile della resistenza al trimethoprim.  
Un caso particolare è costituito dal ceppo 300B. Il ceppo è risultato negativo per la presenza 
dell’integrasi intI1, mentre è stato ottenuto un prodotto con la coppia di primer 5’CS e 3’CS, usati per 
amplificare la regione variabile. Il sequenziamento del frammento di circa 800 bp ha rivelato la 
presenza di una singola cassetta genica contenente l’allele aacA4. Questo gene codifica per 
l’aminoglicoside 6’-N-acetiltransferasi AAC(6’)-Ib e conferisce resistenza a amikacina, netilmicina e 
tobramicina. È risultato quindi che il ceppo 300B possiede la stessa regione variabile dell’integrone di 
classe 1 del ceppo 204A, isolato a Trieste nel 1995 (Gombac 2002). Sono state eseguite PCR con le 
coppie di primer int2F con 3’CS, 5’CS con SulI (appaia sulla regione conservata al 3’) e int2 for con 
3’CS (per verificare la presenza di un integrone ibrido come quello descritto da Ploy [2000]), ma i 
risultati sono sempre stati negativi. Anche esperimenti di Southern blot con la sonda per intI1 sia su 
DNA genomico totale intero o digerito separatamente con gli enzimi EcoRI e ClaI hanno dato esito 
negativo per la presenza dell’integrasi. Questo ceppo, pertanto, potrebbe contenere solamente una 
porzione di integrone di classe 1, che include la regione variabile. 
Complessivamente, i risultati relativi alla caratterizzazione degli integroni di classe 1 in A. baumannii 
si possono riassumere come segue: 
 
Tabella 4.3. 
 
Regione variabile (Kbp) Numero di ceppi 
Prevalenza sul totale di 
inI1 positivi (%) 
cassette 
3.0 4 12 aacC1, orfX, orfX, orfY, aadA1 
2.5 24 70 aacC1, orfX, orfY, aadA1 
2.2 5 12 aacA4, orfO, blaOXA-20 
0.8 2 6 aacA4 
0.7 1  dfrV 
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4.3.1. Analisi delle regioni fiancheggianti l’integrone di classe 1 
Era già stato riscontrato che l’integrone di classe 1 nei ceppi di Acinetobacter baumannii da noi 
considerati era a localizzazione cromosomica (Gombac 2002). Ci siamo quindi occupati di analizzare 
le regioni fiancheggianti l’integrone così da individuare dove fosse inserito, utilizzando una  una 
variante della nested-PCR (O’Toole 1998). 
Il prodotto ottenuto dalla seconda amplificazione, lungo circa 500 bp, è stato sequenziato. 
Confrontando la sequenza ottenuta con quelle depositate in banca dati si è potuto verificare che essa 
corrisponde al gene tnpM del trasposone Tn21 (fig. 4.3). 
 
 
Figura 4.3. Risultato dell’analisi con BLAST del frammento sequenziato. 
 
Provando ad amplificare alcuni ceppi con il primer interno all’integrone utilizzato in precedenza e un 
primer scelto sulla sequenza del gene tnpM di Tn21 è stato ottenuto per tutti una banda di circa 300 
paia di basi, come atteso sulla base della posizione dei primer. E’ risultato a questo punto evidente che 
l’integrone di tutti gli isolati analizzati fosse inserito in un trasposone di tipo Tn21. Questo trasposone, 
lungo circa 20000 bp, contiene un integrone, chiamato In2, che ha inserite delle cassette geniche 
diverse da quelle degli integroni identificati presso il nostro laboratorio (Liebert 1999). 
Per verificare almeno parzialmente l’eventuale corrispondenza del trasposone trovato in Acinetobacter 
con Tn21 e per controllare la sua integrità, è stata ricercata la presenza di alcuni geni portati da tale 
elemento. In particolare sono stati disegnati dei primer per i geni: tnpR, adiacente al gene tnpM, tnpA, 
che si trova all’estremità 5’ del Tn21 e per il gene merR che invece si trova all’estremità 3’. Le 
amplificazioni effettuate con queste coppie di primer hanno dato risultati non omogenei, in quanto non 
tutti i ceppi sono risultati positivi alla ricerca dei vari geni (fig. 4.4). In particolare, solo tre isolati 
presentano la banda di amplificazione corretta per tutti i geni cercati e quindi, presumibilmente, sono 
portatori di un trasposone completo. 
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Positivi      
Clone I 0/13 7/13 13/13 2.5 o 3.0 Kbp 3/13 
Clone II 6/10 9/10 10/10 2.2, 2.5 o 3.0 Kbp 8/10 
 
Figura. 4.4. In alto, rappresentazione schematica del trasposone Tn21. Sotto, risultati delle amplificazioni 
rapportati ai cloni e alle dimensioni della regione variabile dell’integrone di classe 1. 
 
Gli integroni sono quindi contenuti in un elemento genetico superiore, che è un trasposone affine a 
Tn21. L’inclusione di un integrone in un trasposone è un fatto ampiamente descritto in precedenza, ma 
non era mai stato verificato in Acinetobacter, né per gli integroni da noi studiati. Il trasposone presente 
nei nostri isolati differisce da Tn21 per l’integrone in esso contenuto. Inoltre, non ci sono informazioni 
sufficienti per capire se il resto della sequenza è esattamente quella di Tn21 o se si tratta di un 
trasposone simile. Il fatto che in alcuni isolati siano stati ottenuti degli amplificati di dimensioni 
corrette, utilizzando primer disegnati sulla sequenza di Tn21, farebbe pensare ad un trasposone di 
sequenza molto simile, anche se nella maggior parte dei ceppi incompleto. Il gene tnpM, l’unico 
sequenziato, è risultato identico a quello del Tn21 depositato in banca dati.  
Il mancato ottenimento di alcuni amplificati farebbe infine pensare alla presenza di sequenze diverse 
(per esempio una diversa transposasi, corrispondente al gene tnpA, nel clone I) o alla presenza di 
delezioni. È noto, peraltro, che questo tipo di elementi genici subisce frequentemente dei 
rimaneggiamenti, tra cui delezioni.  
I risultati fin qui ottenuti non ci avevano quindi permesso di individuare la regione cromosomica di 
inserimento dell’integrone. Un primo tentativo di ripetere lo schema sperimentale già utilizzato, 
usando un primer arbitrario ed uno complementare al gene tnpA non è riuscito, in quanto non si 
ottenevano amplificati di lunghezza adeguata. Per riuscire a capire esattamente sia la regione 
d’inserimento sia la struttura del transposone, si è pensato di ricorrere alla costruzione di una banca 
genica a partire dal ceppo 7B di A. baumannii. Frammenti di DNA cromosomico parzialmente digerito 
e compresi tra 23 e 48 Kbp sono stati inseriti nel vettore cosmidico pLAFR3 (Stackawicz 1987). 
Successivamente il cosmide è stato impacchettato in particelle fagiche per infettare E. coli JM109, 
utilizzando a questo scopo il kit Gigapack® III Gold Packaging Extract (Stratagene). Se il sistema 
avesse funzionato, si sarebbero selezionate le colonie che presentavano il cosmide contenente un 
frammento con il gene dell’integrasi e si sarebbe proceduto con il subclonaggio del frammento in altri 
vettori e il sequenziamento dello stesso. Nonostante i vari tentativi, la costruzione della banca genica 
non è riuscita a causa di difficoltà tecniche legate all’ottenimento di quantità adeguate di cosmide 
(sull’ordine dei g) e al kit stesso. 
tnpA tnpR tnpM integrone merRTn21
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4.4 Integroni di classe 2 
Gli integroni di classe 2 sono stati cercati mediante amplificazione genica, utilizzando primer specifici 
per il gene dell’integrasi di questa classe. Il prodotto atteso, in caso di amplificazione di un frammento 
corretto di DNA, è di 257 bp. 
Lo screening di tutti i ceppi ha dato risultati positivi solamente per 7 ceppi (2B, 24B, 100B, 125B, D8, 
300B e 118A). La frequenza con cui l’integrasi di classe 2 compare nei ceppi analizzati è risultata 
quindi di 7 su 58 (12%), risultato paragonabile a quanto riportato in letteratura (Ploy 2000; Ramirez 
2005a e 2000b; Seward 1999; Oh 2002). L’analisi di restrizione con gli enzimi BfaI, CfoI, Fnu4HI e 
MseI ha confermato la specificità degli amplificati. Quello derivato dal ceppo 24B, inoltre, è stato 
sequenziato presso il centro BMR-CRIBI dell’Università di Padova e la sua sequenza è risultata 
identica a quella dell’integrasi intI2* del transposone Tn7 (n. di accesso: NC_002525) (fig.4.5). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4.5. Esempio dei profili di restrizione dell’amplificato ottenuto con i primer int2for e int2rev. Tra 
parentesi sono indicate le dimensioni dei frammenti (in bp) che si generano con i rispettivi enzimi. 
 
Si è cercato quindi di determinare il contenuto in cassette geniche presenti nella regione variabile dei 
ceppi risultati portatori del gene intI2*. In particolare, sono stati cercati i geni dhfrI, sat e aadA1, in 
quanto le cassette portate da questo integrone sono le più frequentemente riscontrate e il grado di 
diversità e variabilità è notevolmente inferiore rispetto a quelle contenute nell’integrone di classe 1 
(Hansson 2002). Sono state tentate sia amplificazioni dei singoli geni che porzioni più grandi, 
comprese tra le cassette attigue e la sequenza dell’integrasi. In entrambi i casi, nonostante condizioni 
apparentemente idonee che permettevano di ottenere frammenti di lunghezza giusta dal plasmide 
R483, utilizzato come controllo positivo, l’amplificazione non ha dato alcun risultato. 
L'integrone di classe 2 è spesso associato al trasposone Tn7 (Hansson 2002). Per tale motivo sono 
state eseguite delle amplificazioni con primer specifici per i geni tnsE e tnsA. Abbiamo provato ad 
amplificare sia i singoli geni mediante PCR classica che porzioni comprese tra intI2* e tnsE o sat e 
tnsA utilizzando il kit Expand Long Template PCR System (Roche). Il controllo positivo R483 ha dato 
sempre frammenti della lunghezza attesa; nessun amplificato è stato invece riscontrato per i ceppi 
intI2* positivi. I 7 ceppi risulterebbero quindi portatori del solo gene dell'integrasi e privi delle altre 
strutture tipiche che sono associate a questo integrone (cassette geniche e trasposone Tn7). 
M 1 2 3 4 5
M: 50 bp ladder (Amersham Pharmacia Biotech )
1: non digerito
2: digerito con BfaI (33+224)
3: digerito con CfoI (9+111+137)
4: digerito con Fnu4HI (65+74+118)
5: digerito con MseI (24+89+144)
250 bp
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4.4.1. Localizzazione dell’integrone di classe 2 
Per stabilire se la localizzazione degli integroni fosse cromosomica o plasmidica, sono state fatte delle 
estrazioni plasmidiche con il metodo di Birnbom e Doly (1979). Dopo separazione elettroforetica, le 
preparazioni sono state trasferite su membrana di nylon ed ibridate con la sonda int2*. Nessuno dei 
plasmidi di queste preparazioni ha ibridato con la sonda (fig. 4.6). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4.6. Separazione elettroforetica delle estrazioni plasmidiche ottenute dai ceppi portatori del gene 
dell’integrasi di classe 2 (A) ed ibridazione con la sonda int2* (B). Corsie 1 e 8. MWM II (Roche); corsie 2-5: 
ceppi 2B, 24B, 100B e 125B, rispettivamente; corsia 6: R483; corsia 7: R46. 
 
Per escludere la presenza di plasmidi di grandi dimensioni, che non sarebbero stati estratti 
efficacemente con il metodo precedente, è stata fatta anche una prova con la tecnica della digestione 
con nucleasi S1 (Barton 1995), seguita da PFGE, la quale permette di evidenziare plasmidi fino a 
qualche centinaio di Kbp. Questa tecnica non ha però evidenziato nessun plasmide di grandi 
dimensioni (fig. 4.7) nei ceppi di Acinetobacter, pur avendo individuato, come atteso, il plasmide 
R483 (80 Kbp) nel ceppo di E. coli usato come controllo. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4.7. PFGE del DNA genomico dei ceppi int2* positivi digerito con ApaI (A) o con la S1 nucleasi (B). 
A: corsia 1: lambda ladder (New England Biolabs); corsie 2-5: ceppi 2B, 24B, 100B e 125B, rispettivamente. B: 
corsie 1-4: ceppi 2B, 24B, 100B e 125B, rispettivamente; corsia 5: E. coli/R483; corsia 6:  ladder (New 
England Biolabs). 
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A questo punto si possono fare alcune considerazioni. Dei 58 ceppi usati per lo studio, 36 
appartengono ai due principali cloni epidemici europei (rispettivamente, 20 al clone I e 16 al clone II). 
Questi ceppi contengono un integrone di classe 1 e sono raggruppati a livelli di somiglianza pari al 
72% per il clone I e al 75% per il clone II. Uniche eccezioni nell'ambito dei due cloni sono il D8 e il 
141A che non possiedono l'integrone di classe 1 pur risultando somiglianti ai ceppi rispettivamente del 
clone I e del II. La maggior parte di essi è multiresistente. I rimanenti 22 ceppi sono probabilmente 
sporadici e per la maggior parte non risultano portatori di integroni. Infatti, sono solo da segnalare il 
ceppo 204A che risulta portatore di un integrone di classe 1 completo con regione variabile di 0.8 Kbp 
e il ceppo 300B che è integrasi intI1 negativo ma ha la stessa regione variabile del 204A (fig. 4.8). 
Dall’analisi non sembra esistere una correlazione tra il tipo di integrone di classe 1 presente e 
l’appartenenza ad uno dei due cloni. Infatti, sia l’integrone con regione variabile da 2.5 Kbp che quello 
con regione variabile da 3.0 Kbp sono presenti in entrambi i cloni. Le differenze sono riscontrabili a 
livello delle estremità del trasposone Tn21. Sebbene siano stati analizzati solo 23 dei 36 ceppi 
appartenenti ai cloni, quelli del clone II che presentano l’integrone con regione variabile di 2.5 o 3.0 
Kbp, al contrario di quelli del clone I, sembrano avere all’estremità 5’ del trasposone un gene tnpA 
simile a quello del Tn21. L’estremità 3’, rappresentata dal gene merR, risulta amplificabile solo in 
alcuni casi per entrambi i cloni. Poiché il DNA è di per sè amplificabile, come dimostrato usando 
primer diversi, è possibile ipotizzare che questa estremità sia spesso mancante o diversa. Va infine 
sottolineato che gli isolati del clone II contenenti un integrone diverso (2.2 Kbp), sembrano avere 
caratteristiche diverse, in quanto risultano sempre negativi per tnpA. 
Sono anche presenti integroni di classe 1 con regione variabile da 0.7 Kbp (RUH875), da 2.4 Kbp 
(AC54/97) e da 2.2 Kbp. È interessante notare che i ceppi portatori di integrone con regione variabile 
da 2.2 Kbp appartengono tutti al clone II. 
È interessante notare che 5 dei 7 ceppi risultati portatori del gene dell'integrasi intI2* sono stati 
riscontrati nel clone I ma non nell'altro. Gli altri due ceppi, il 300B e il 118A, risultano invece 
sporadici (fig. 4.8). 
 
4.5 Associazione tra presenza di integroni e antibiotico-resistenza 
Di tutti i ceppi dello studio è stato eseguito l’antibiogramma (dati non mostrati), per verificare la 
frequenza di antibiotico-resistenze in rapporto alla presenza di integroni. Sono stati testati i seguenti 
antibiotici: amikacina, ampicillina, aztreonam, cloramfenicolo, ceftazidime, ciprofloxacina, 
gentamicina, imipenem, kanamicina, netilmicina, piperacillina, ampicillina/sulbactam, tobramicina, 
trimethoprim/sulfametossazolo. 
Un fenotipo multiresistente, definito come resistenza verso almeno tre antibiotici di classi diverse, è 
stato riscontrato in ben 43 dei 58 ceppi considerati. Questi comprendevano tutti i 36 isolati contenenti 
integroni di classe 1 e 7 dei 22 isolati (32%) privi di tali strutture. L’associazione tra presenza di 
integroni e multiresistenza è statisticamente significativa (p< 0.001, test χ2 con correzione di Yates). 
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Figura 4.8. Dendrogramma basato sulla somiglianza tra i ceppi dello studio. Nelle colonne sono indicati, 
rispettivamente, i nomi degli isolati, il luogo e l’anno di isolamento, la dimensione dell’eventuale regione 
variabile dell’integrone di classe 1. Sono anche indicati i cloni I e II e da un rettangolo del corrispondente colore 
i rappresentanti per entrambi a livello europeo. Il cerchio verde indica i ceppi che possiedono l’integrasi di 
classe 2. 
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4.6 Studio della cassetta a funzione ignota orfX 
La cassetta genica orfX codifica per un’ipotetica proteina a funzione ignota. La sua ampia diffusione e 
l’elevato grado di conservazione tra i diversi ceppi e le diverse specie lasciano supporre che questa 
funzione possa essere rilevante per i batteri che la possiedono. Dalla ricerca in banca dati della 
corrispondente sequenza aminoacidica, ha rilevato un’elevata somiglianza con superfamiglia delle N-
acetiltransferase GCN5-correlate (GNAT), accuratamente descritta da Vetting (2005). Questa famiglia 
conta di 10000 proteine presenti in tutti i regni viventi. La caratteristica principale è una struttura 
secondaria molto conservata, mentre non lo è altrettanto la struttura primaria. Le funzioni delle 
proteine appartenenti a questa superfamiglia possono essere molto diverse ed includere, tra quelle più 
importanti, resistenze agli antibiotici (aminoglicoside-N-acetiltrasferasi) e regolazione della 
trascrizione (istone-glicosiltrasferasi). 
Per meglio valutare la possibilità che l’ipotetica proteina codificata da orfX appartenga a questa 
famiglia, è stata fatta la predizione della sua struttura secondaria mediante il programma PSIPRED 
V.2.3. I risultati, mostrati in figura 4.9., sono conformi alle aspettative. Inoltre gli amminoacidi che 
occupano posizioni chiave sono risultati conservati. 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4.9. Predizione della struttura secondaria della sequenza aminoacidica di orfX. Nella prima riga è 
mostrato il valore di confidenza della predizione (0=basso, 9=alto), nella seconda viene indicato il tipo di 
struttura (in giallo sono evidenziate le -eliche e in verde i -foglietti), nella terza riga è mostrata la sequenza 
aminoacidica. Nel riquadro, tratto da Vetting (2005), è rappresentata la struttura secondaria conservata comune 
alle proteine della superfamiglia GNAT. 
 
E’ quindi molto probabile che la proteina codificata da orfX abbia un’attività acetiltransferasica. Per 
verificare questa ipotesi, la sequenza del gene, ottenuta mediante PCR, è stata clonata in un vettore di 
espressione, il pBAD/Myc-His C (Invitrogen). Questo vettore permette da una parte di controllare il 
livello di espressione del frammento clonato variando la concentrazione di arabinosio nel terreno di 
coltura (Guzman 1995) e dall’altra dà la possibilità di studiare la proteina nella sua forma nativa 
oppure in quella chimerica grazie alla presenza sulla coda C-terminale di un epitopo myc seguito da 
una coda di 6 istidine che può esser riconosciuto in appositi test tramite anticorpi specifici. Pertanto 
entrambe le forme sono state costruite, gli studi sono stati condotti in parallelo e i risultati paragonati a 
quelli dei batteri trasformati con il solo vettore. 
 Conf: 920237987899999999999997435557977887525887587899998405947999 
Pred: CEECCCCHHHHHHHHHHHHHHHHHHCCCCCCHHHHHHHCCCCCCHHHHHHHHHCCCEEEE 
  AA: MNVRTCTESDVASIAVVFTESIHVLGASHYDASQRNAWAPRPADIEAWSARLSGLQTLLA 
              10        20        30        40        50        60 
 
Conf: 998978999986368838878985446248388999999998726878999861434788 
Pred: EECCEEEEEEEECCCCEEEEEEECHHHHCCCHHHHHHHHHHHHCCCCEEEEEECHHHHHH 
  AA: IEGDAVIGFISYELSGHIEFLYTAPGSERRGVASVLYREVEKALPGVSLFTEASLVAKPF 
              70        80        90       100       110       120 
 
Conf: 98769188512677667877110346443021478999825540556679 
Pred: HHHCCCEEEEEEEEEECCEEECCEEEEEEECCCCCCCCCHHHHCCCCCCC 
  AA: FLRHGFSVVEEQNVSRGGVMFRRYAMRKAVVAQHGAQADRPALRAVRRLS 
             130       140       150       160       170 
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In un primo momento il gene orfX è stato clonato seguendo le indicazioni della Invitrogen. Secondo la 
ditta, il frammento, inserito nel Multi Cloning Site (MCS) grazie all’uso di SacI e KpnI, doveva essere 
posizionato nella stessa cornice di lettura dell’ATG del vettore, che era correttamente spaziato dal sito 
di legame del ribosoma (RBS), e con una sequenza.di 5 nucleotidi interposti tra il MCS e l’epitopo 
Myc-His (evidenziati da un rettangolo in figura 4.10).  
 
 
Figura 4.10. Rappresentazione del MCS del vettore pBAD/Myc-His C. 
 
Tuttavia, la sequenza di 12 nucleotidi compresi tra l’ATG del vettore e quello dell’orfX poteva venir 
tradotta, portando alla formazione di una proteina che risultava chimera all’estremità N-terminale per 
la presenza di 5 aminoacidi addizionali. Non potendo escludere con sicurezza una loro influenza sulla 
presunta attività enzimatica del prodotto di orfX, sono stati eliminati grazie ad una strategia basata su 
PCR. In questo modo, tra l’RBS e l’ATG di orfX non erano presenti altri codoni di inizio. L’ATG di 
orfX, inoltre, era stato posizionato alla stessa distanza che intercorreva prima tra RBS e ATG del 
vettore (fig. 4.11). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4.11. Rappresentazione schematica della strategia basata su PCR utilizzata per eliminare l’ATG del 
vettore (evidenziato in grassetto tra l’RBS e il sito SacI) e i 12 nucleotidi che precedevano il codone di inizio di 
orfX. 
 
…taac  AGGAG gaattaacc ATG gatcc GAGCT  C t ATGaacgta…
RBS SacI orfX
…taac  AGGAG ga GAGCT  C t ATGaacgta…
RBS Sac I orfX
PCR
Digestione con SacI
Ligazione
SacI
primer XFORnat for
SacI
primer XFORnat rev
ORF X
pBAD/Myc-His C
Epitopo Myc-His
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Quando i batteri raggiungevano una DO600 pari 0.5, veniva aggiungo al terreno di coltura una certa 
quantità di arabinosio e incubati per 4 ore. In test di induzione, cui seguivano estrazione delle proteine 
totali, loro separazione in SDS-PAGE e semplice colorazione con Coomassie, si è dimostrato che già 
una concentrazione finale di questo zucchero pari a 0.002% portava alla massima espressione di orfX. 
Questo fatto veniva evidenziato con una banda, circa 15 Kda per la forma nativa o circa 20 Kda per la 
forma chimerica, la cui intensità cresceva in modo direttamente proporzionale alla quantità di 
arabinosio usata per l’induzione(fig. 4.12). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4.12. Lisati cellulari totali analizzati in SDS-PAGE al 12% seguita da colorazione con Coomassie. T0: 
prelievo al tempo 0, prima dell’aggiunta di arabinosio al terreno. T4: prelievo a 4 ore dall’induzione con 
arabinosio. 
 
Risultati preliminari indicavano tuttavia che i batteri che esprimevano orfX in presenza di tale 
concentrazione crescevano più lentamente di quelli che avevano il solo vettore e che erano tanto più 
vitali quanto minore era la concentrazione dello zucchero, come se l’induzione del prodotto di orfX 
influisse negativamente sulla crescita batterica. Sono stati eseguiti dei saggi di vitalità per determinare 
il terreno più adatto e valutare l’influenza della concentrazione di arabinosio. Si è visto che i batteri 
usati per gli esperimenti erano più vitali in terreno Müller-Hinton rispetto a quelli cresciuti in LB e 
che, a parità di terreno, le concentrazioni più elevate di arabinosio inibivano di più la loro crescita. 
(fig. 4.13). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4.13. Curve di crescita in MH di batteri E. coli TOP10 trasformati con il vettore contenente orfX in 
forma nativa. Controllo: stessi batteri cresciuti in assenza di arabinosio. 
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Stabiliti il terreno e la concentrazione di zucchero, i batteri sono stati indotti per 4 ore secondo le 
modalità descritte e le proteine, ottenute dai lisati cellulari totali o da preparazioni delle proteine della 
membrana esterna, sono state separate in SDS-PAGE cui è seguita la rilevazione della proteina in 
forma chimerica in Western blot (fig. 4.14). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4.14. 
A. Lisati cellulari totali di batteri esprimenti orfX in forma chimerica indotti per 4 ore con arabinosio analizzati 
in SDS-PAGE e Western blot 
B. Analisi in Western blot delle proteine della membrana esterna (OMP) e delle proteine non solubili (pellet) 
derivate dalla preparazione delle OMP e localizzate a livello di citoplasma o membrana interna. 
 
Si è stabilito che anche in presenza di 0.0002% i batteri esprimevano il prodotto di orfX e che questo 
non veniva rilasciato nel terreno. La mancata visualizzazione di una banda in corrispondenza delle 
proteine solubilizzate della membrana esterna nei batteri trasformati con orfX chimera e il riscontro 
invece di un intenso segnale nel pellet costituito da “cellule nude” ha suggerito una sua probabile 
localizzazione citoplasmatica o a livello di membrana interna. Questa localizzazione era stata predetta 
anche dal programma Gneg-Ploc, disponibile sul sito http://202.120.37.186/bioinf/Gneg, un nuovo 
“predittore” di localizzazione subcellulare di proteine espresse da batteri Gram-nagativi sviluppato da 
Chou e Shen (2006). 
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In presenza di 0.0002% di arabinosio sono stati quindi allestiti saggi di Kirby-Bauer per verificare se 
batteri sensibili trasformati con il vettore da solo o con orfX, sia in forma nativa che chimerica, 
divenissero resistenti ad alcuni antibiotici, in particolare aminoglicosidi e fluorochinoloni. La prima 
classe di antibiotici è stata scelta perché alla superfamiglia delle GNAT appartengono anche le 
aminoglicoside-N-acetiltransferasi (Vetting 2005), la seconda perché è stato descritto recentemente un 
enzima ritenuto prima responsabile della sola inattivazione degli aminoglicosidi e rivelatosi 
successivamente capace di inattivare anche fluorochinoloni (Klugman 2006; Robicsek 2006). Sono 
stati altresì testati alcuni -lattamici. I risultati sono riportati in tabella 4.4. In tutti i casi, la 
suscettibilità agli antibiotici saggiati rimaneva invariata, facendo quindi supporre che il prodotto di 
orfX non inattivi questi composti. Il substrato di questo enzima rimane quindi da definire. 
 
ANTIBIOTICO pBAD/Myc-His C Xnativo Xchimera 
amikacina 25 26 25 
ampicillina 6 6 6 
aztreonam 38 38 40 
cloramfenicolo 25 32 33 
ceftazidime 35 37 38 
ciprofloxacina 44 50 48 
gentamicina 25 26 25 
colistin 18 18 18 
cefepime 42 40 41 
cefoxitina 28 29 30 
imipenem 36 36 36 
kanamicina 24 25 25 
cefalotina 14 14 14 
neomicina 21 21 21 
netilmicina 28 30 28 
piperacillina 10 10 10 
rifampicina 8 9 9 
streptomicina 6 6 6 
ampicillina/sulbactam 6 6 6 
spectinomicina 26 26 26 
trimethoprim/sulfametossazolo 36 36 36 
tobramicina 24 25 24 
 
Tabella 4.4. Confronto tra i diametri degli anelli di inibizione in batteri trasformati con il solo vettore o 
esprimenti orfX in forma nativa o chimerica. 
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4.7 Caratterizzazione di un ceppo resistente all’ imipenem 
Alla fine del 2006 è stato isolato in un nosocomio locale il ceppo 300B di Acinetobacter baumannii 
resistente a molti antibiotici tra cui l’imipenem. 
Inizialmente ne è stata confermata l’effettiva appartenenza alla specie A. baumannii mediante 
sequenziamento del gene rDNA 16S (Vaneechoutte 1995). Successivamente sono stati cercati 
eventuali elementi degli integroni di classe 1 e 2 mediante PCR con primer specifici, con i risultati 
descritti precedentemente. 
Per individuare il determinante responsabile della resistenza all’imipenem, è stata ricercata la presenza 
dei geni blaIMP e blaVIM mediante amplificazione rispettivamente con le coppie di primer IMP-DIA for 
con IMP-DIA rev e VIM-DIA for con VIM-DIA rev (Lagatolla 2004). Nonostante condizioni di 
reazione idonee, nessun prodotto è stato ottenuto. 
Sono stati eseguiti quindi dei test fenotipici per stabilire se il ceppo 300B producesse una eventuale -
lattamasi, in particolare una carbapenemasi responsabile dell’inattivazione dell’imipenem, e di che 
classe fosse. Negli A. baumannii le più frequentemente riscontrate sono le metallo--lattamasi (classe 
B) e le oxacillinasi (classe D) (Poirel 2006). Il clover-leaf test suggerito da McGhie (1977)e Hornstein 
(1997) è stato eseguito usando come ceppo sensibile l’E. coli ATCC 25922, secondo le indicazioni di 
Jeong (2006). Questo test permette di verificare la produzione o meno di carbapenemasi di classe B o 
D. Il ceppo 300B ha dato luogo ad una distorsione dell’anello di inibizione dovuto al dischetto di 
imipenem, indicando quindi di possedere una -lattamasi (di classe B e/o D) (fig. 4.15). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4.15. Risultato del clover leaf test.  
IMP10: dischetto di imipenem 
24B: ceppo di A. baumannii sensibile all’imipenem 
AC 54/97: A. baumannii IMP-resistente 
E 96: ceppo di Enterococcus faecium IMP-resistente per modificazione del bersaglio dell’antibiotico  
IMP10300B
AC 54/97
24BE 96
ATCC
25922
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Per valutare se si fosse in presenza di una metallo--lattamasi (classe B), è stato eseguito un EDTA-
double disk sinergy test (Lee 2001; Lee 2003; Yong 2002). La presenza di un anello di inibizione 
dovuto all’imipenem più grande rispetto al controllo viene interpretato positivamente, rivelando quindi 
che la metallo--lattamasi (classe B) è stata inattivata dall’EDTA. Il ceppo 300B ha dato esito 
negativo in questo test, indicando quindi che l’enzima che inattiva l’antibiotico appartiene alla 
famiglia delle oxacillinasi (classe D) (fig. 4.16). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4.16. Risultato dell’EDTA double disk sinergy test eseguito sul ceppo 300B. 
IMP10: dischetto con 10 g di imipenem 
 
 
A questo punto sono state eseguite delle PCR singole utilizzando i primer indicati da Woodford 
(2006). La ricerca dei 4 gruppi dei geni delle carbapenemasi blaOXA-23-like, blaOXA-24-like, blaOXA-51-like e 
blaOXA-58-like non ha prodotto risultati per i primi due gruppi mentre ha rivelato la presenza degli ultimi 
due. Il gene blaOXA51 codifica per una carbapenemasi intrinseca, caratteristica di tutti gli A. baumannii 
(Brown 2005; Heritier 2005; Turton 2006b). Il gene blaOXA58 è responsabile della resistenza a 
penicilline, oxacillina e imipenem ma non ha effetto su cefalosporine ad ampio spettro (Poirel 2005). 
Per entrambi questi geni è stata ricercata la presenza a monte di un particolare elemento genico, noto 
come sequenza di inserzione ISAba1, con il primer indicato da Segal (2005), che si è visto essere 
capace di modulare la loro espressione e quindi influire sul livello di suscettibilità agli antibiotici 
(Turton 2006a). Nel ceppo 300B questo elemento non è stato riscontrato per nessuno dei geni blaOXA51 
e blaOXA58. 
IMP10
EDTA 750 µg
EDTA 1.5 mg
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4.8 Produzione di biofilm in relazione al polimorfismo dei geni csuC e csuE 
Come precedentemente indicato, i due cloni epidemici presentano alleli specifici di entrambi i geni. 
Essi differiscono tra di loro, e con gli alleli dei ceppi sporadici, per un numero piuttosto grande di 
nucleotidi (vedi tab. 4.1 e 4.2). Queste differenze, a loro volta, si possono riflettere sulle proteine 
codificate. Questi risultati suggeriscono che i ceppi appartenenti ai due cloni potrebbero avere 
caratteristiche fenotipiche diverse, che varrebbe la pena di indagare. 
Uno studio preliminare della quantità di biofilm prodotta è stato condotto sui 27 ceppi sequenziati dal 
dott. Di Bonaventura dell’Università di Chieti-Pescara. I batteri (1x108 CFU/ml) sono stati fatte 
crescere in pozzetti di micropiastre per 24 ore, in seguito il biofilm prodotto è stato colorato con 
cristalvioletto, decolorato con acido acetico glaciale e la sua produzione misurata mediante lettura allo 
spettrofotometro (DO492) del colorante estratto. 
La maggior parte parte dei ceppi è risultata in grado di produrre biofilm, indipendentemente dal 
gruppo considerato (sporadici, clone I e II), suggerendo che A. baumannii sia particolarmente ben 
adattato a colonizzare superfici plastiche. 
La produzione media di biofilm risulta essere comparabile in ciascuno dei gruppi considerati (Clone II 
> sporadici > Clone I; P > 0.05, unpaired t-test) (fig. 4.17). Tuttavia, l’elevata variabilità registrata in 
ogni gruppo (come indicato dalle SDs) indica la presenza di ceppi che producono quantità di biofilm 
significativamente maggiori rispetto ad altri ceppi e che andrebbero caratterizzarti ad hoc. 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4.17. Produzione di biofilm da parte dei tre gruppi di ceppi considerati. 
 
Sono anche stati individuati 2 ceppi, uno sporadico ed uno appartenente al clone II, che presentano una 
sequenza di inserzione nel gene csuC, il primo più a monte e il secondo più a valle nella zona 
codificante. Anche la produzione di biofilm da parte dei due ceppi è diversa: nel primo è quasi assente 
mentre nell’altro è bassa in confronto agli altri ceppi del clone. 
 
DO
S C2 C1
S: ceppi sporadici
C2: ceppi del clone II
C1: ceppi del clone I
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5. CONCLUSIONI 
 
Questo lavoro è stato effettuato per studiare il ruolo svolto da integroni nella diffusione di antibiotico-
resistenze in una popolazione geneticamente definita di A. baumannii. Questa includeva 58 ceppi, non 
correlati epidemiologicamente, provenienti da diverse regioni d’Italia e d’Europa. In particolare, lo 
studio ha indagato la frequenza di ritrovamento di integroni delle due classi principali, il contenuto in 
cassette geniche, la localizzazione entro strutture trasferibili, quali plasmidi e transposoni e 
l’associazione con la resistenza ad antibiotici. 
La genotipizzazione molecolare dei ceppi ha permesso di suddividerli essenzialmente in tre gruppi: 
appartenenti al clone pan-Europeo I (n=20), al clone II (n=16) e ceppi sporadici (n=22). Questa 
suddivisione, ottenuta inizialmente con l’analisi di macrorestrizione, è stata confermata 
successivamente con il sequenziamento dei geni csuE e csuC. Non sono stati trovati isolati attribuibili 
al clone III, che ha una diffusione molto più limitata degli altri e che non sembra circolare molto in 
Italia. In questa sede è opportuno ricordare che la definizione di clone qui applicata implica 
semplicemente il riconoscimento di una discendenza comune (derivazione clonale, appunto) dei ceppi 
inclusi nel clone, cioè la derivazione da un comune, lontano progenitore. Non implica, invece, la 
recente inclusione in una catena di trasmissione comune (ad esempio trasmissione recente da paziente 
a paziente), che necessiterebbe di metodi d’indagine con maggiore capacità di discriminazione. 
 
In accordo con studi precedenti, svolti sia in Italia che all’estero (Seward 1999; Ploy 2000) la 
frequenza di carriage di integroni di classe 1 è risultata elevata (62%). Questo dato riflette certamente 
l’inclusione, nella popolazione studiata, di molti isolati appartenenti ai due cloni pan-Europei. Infatti, 
sono proprio questi isolati a contenere, quasi invariabilmente, integroni di classe 1, come già osservato 
da Koeleman (2001). Tuttavia, bisogna considerare che anche la maggior parte dei ceppi che vengono 
comunemente isolati nella routine ospedaliera appartengono proprio a questi due cloni. Infatti, essi 
tendono, dopo aver causato focolai epidemici, a volte anche di modesta entità, a rimanere endemici 
negli ospedali. 
Il sequenziamento delle regioni variabili degli integroni di classe 1 ha confermato la presenza delle 
stesse cassette già trovate in studi precedenti nei ceppi dei cloni epidemici (Gombac 2002; Nemec 
2004b). Entrambi i cloni contengono sia la regione variabile di 2.5 Kbp che quella di 3.0 Kbp. E’ 
possibile quindi che esso sia stato acquisito anticamente, prima ancora della differenziazione nei due 
cloni e che la duplicazione della cassetta orfX, evento che differenzia le due regioni variabili, possa 
essere avvenuta in due occasioni separate. La localizzazione cromosomica di questi integroni (Gombac 
2002) e la possibile mancanza della transposasi nei ceppi del clone I lasciano supporre una loro ridotta 
capacità di trasferimento. L’ampia diffusione delle due versioni di questo integrone, quindi, potrebbe 
essere semplicemente il riflesso del successo dei ceppi che lo portano e non essere affatto dovuta a 
trasferimento orizzontale. 
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Una parte dei ceppi del clone II possiede un integrone con una regione variabile diversa, sulla cui 
origine, allo stato attuale, non è possibile formulare ipotesi. 
Nei ceppi sporadici la frequenza di ritrovamento di integroni di classe 1 è bassa. Sono infatti risultati 
positivi solo due ceppi (9%), che hanno la stessa regione variabile, peraltro di frequente ritrovamento 
in ceppi di specie diverse. Entrambi sono stati isolati a Trieste e nello stesso ospedale, a distanza di 11 
anni. Anche se la loro somiglianza, ottenuta con l’analisi di macrorestrizione, è piuttosto bassa (66%), 
non si può escludere che i due ceppi non siano correlati. Questo aspetto potrà venir chiarito dal 
sequenziamento dei geni csuC dell’isolato 204A. 
 
La ricerca del gene int2* ha dato esiti positivi in 7 dei 58 isolati analizzati. La frequenza complessiva 
risulta essere quindi del 12%, molto più bassa di quella degli integroni di classe 1. Possiamo 
affermare, quindi, che gli integroni di classe 2 sono poco frequenti in A. baumannii, a conferma di 
quanto trovato da altri autori (Ploy 2000; Koeleman 2001; Turton 2005; Seward 1999). L’elevata 
frequenza riscontrata in un unico studio (Gonzales 1998) potrebbe essere dovuta a diverse condizioni 
locali (lo studio è stato eseguito in Cile) o ad una stretta correlazione tra gli isolati considerati, i quali, 
d’altro canto, appartenevano in maggioranza ad un unico biotipo (Gonzales 1998). Anche in questo 
studio, infatti, la maggior parte dei ceppi portatori del gene int2* appartiene al clone 1. 
In tutti i casi la localizzazione di intI2* era cromosomica e non è stato possibile amplificare sequenze 
di un trasposone associato. I risultati indicherebbero, quindi, che anche gli integroni di classe 2 sono 
poco mobili e che la loro presenza è legata soprattutto ad un sottogruppo del clone I. 
 
Per quanto riguarda le antibiotico-resistenze conferite da determinanti contenuti negli integroni di 
classe 1, queste riguardano alcuni antibiotici aminoglicosidici (vedi par. 4.3). Tuttavia, i ceppi 
portatori di integroni risultano tutti multiresistenti, con una media di otto resistenze ai vari antibiotici 
saggiati. Se, da un lato, questo risultato conferma la stretta associazione tra presenza di integroni di 
classe 1 e multiresistenza (Martinez-Freijo 1998), dall’altro esso non è giustificato dal numero e dal 
tipo di determinanti contenuti nella regioni variabili degli integroni considerati. Una possibile 
spiegazione potrebbe essere costituita dall’inclusione di integroni in soprastrutture genetiche più 
complesse, contenenti altri determinanti. Oppure, più semplicemente, potrebbe accadere che quando 
un ceppo presenta tante resistenze è più probabile che alcune di queste siano trasportate da integroni. 
 
L’osservazione che all’interno degli integroni di classe 1 contenuti nei cloni epidemici era spesso 
presente la cassetta genica orfX, anche in duplice copia,  ha portato ha dedicare una parte del lavoro 
alla determinazione della funzione del suo prodotto. La struttura predetta di quest’ultimo rivela un 
elevato grado di somiglianza con una famiglia di acetiltransferasi, la “GNAT superfamily” (Vetting 
2005). Tra le funzioni delle proteine appartenenti a questa famiglia, vi sono la regolazione della 
trascrizione (istone-glicosiltransferasi) e la modificazione di antibiotici aminoglicosidici 
(aminoglicoside-acetiltransferasi).  
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Il lavoro di questa tesi ha permesso di clonare il gene orfX dagli isolati di A. baumannii e di verificare 
la possibilità che la proteina conferisca ad E. coli la resistenza verso alcuni antibiotici. Dati preliminari 
indicano che il prodotto di orfX non conferisce resistenza agli antibiotici saggiati. Questi studi 
verranno comunque approfonditi, in primo luogo identificando la localizzazione sub-cellulare del 
prodotto di orfX, che gli esperimenti preliminari indicano come citoplasmtica. 
Si deve anche considerare che l’altro ruolo ipotizzato per la proteina codificata da orfX è quello di 
istone-acetiltransferasi, supportata anch’essa da dati di somiglianza. Questi enzimi hanno un 
importante ruolo nella regolazione dell’espressione genica negli eucarioti, in quanto l’acetilazione 
degli istoni porta allo svolgimento della cromatina e ad un aumento della trascrizione. La presenza di 
questo tipo di geni nei procarioti è gia stato documentato in Salmonella (Vetting 2004). E’ opportuno 
inoltre sottolineare che le infezioni polmonari sono tra le più gravi infezioni determinate da 
Acinetobacter e che recentemente alle istone-acetiltrasferasi è stato attribuito un ruolo di rilievo in 
molte delle comuni malattie polmonari, tra cui l’asma, la fibrosi cistica, la malattia ostruttiva cronica, 
in quanto promuovono l’attivazione di geni pro-infiammatori (Barnes 2005). 
 
Infine, il sequenziamento dei geni csuE e csuC ha permesso di dimostrare che gli alleli di entrambi i 
geni sono clone-specifici. Il gene csuC ha dato un’identità del 100% tra isolati appartenenti allo stesso 
clone, mentre gli alleli csuE differiscono per un solo nucleotide su 902 (tabelle 4.1 e 4.2). Gli alleli 1 e 
2, corrispondenti ai due cloni epidemici, differiscono considerevolmente tra loro (37 nt csuE e 14 nt 
csuC) e dagli alleli trovati nei ceppi sporadici (tabelle 4.1 e 4.2). Questi risultati, uniti a considerazioni 
sulla stabilità delle sequenze dei due geni, che, all’interno dello stesso clone, non hanno subito 
variazioni in ceppi isolati fino a 18 anni di distanza (fig. 4.2), portano ad affermare che il 
sequenziamento di uno dei due geni è sufficiente, da solo, ad identificare isolati appartenenti ai cloni 
epidemici I e II. Questo fatto potrà, in futuro, facilitare di molto la tipizzazione, ma anche consentire di 
identificare in tempi brevi ceppi dotati di un potenziale di virulenza elevato. 
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ERRATA CORRIGE 
 
 
 
A pagina 19, nella didascalia della tabella 3.2 è indicato anche il riferimento “4- Liebert 1999” che 
invece non compare nella tabella. Da questo articolo è stato preso solo il numero di accesso in banca 
dati per la sequenza del trasposone Tn21 mentre i primer utilizzati per la ricerca di questo elemento 
sono disegnati in questo studio. 
 
 
 
A pagina 33, la tabella 4.3 va modificata con la seguente (le variazioni riguardano solo la terza 
colonna): 
 
 
Tabella 4.3. 
 
 
 
 
Regione variabile (Kbp) Numero di ceppi Prevalenza sul totale di 5’CS-3’CS positivi (%) cassette 
3.0 4 11.1 aacC1, orfX, orfX, orfY, aadA1 
2.5 24 66.7 aacC1, orfX, orfY, aadA1 
2.2 5 13.8 aacA4, orfO, blaOXA-20 
0.8 2 5.6 aacA4 
0.7 1 2.8 dfrV 
